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Untersuchungen iiber die Diffusion in Gewebsschnitten. 
Anwendung auf die Messung der Harustoffbildung in der Leber. 
Von 
F, Leuthardt. 

(Aus dem Chemischen Laboratorium der medizinischen Universitatsklinik 
in Ziirich.) 

(Eingegangen am 3, Oktober 1938.) 


Mit 17 Abbildungen im Text. 


In der folgenden Untersuchung sollen einige Diffusionsprobleme 
behandelt werden, die bei der Anwendung der Warburgschen Gewebs- 
schnittmethode auftreten. Die Versorgung eines Schnittes mit O, oder 
sonstigen Stoffen geschieht durch Diffusion von seiner Oberflaiche aus. 
Der Diffusionsweg zu den inneren Zellschichten ist gegeniiber den 
natiirlichen Verhaltnissen stark verlingert, weil die Distanz von der 
Oberflache auch bei diinnen Schnitten in der Regel bedeutend gréBer 
ist als der durchschnittliche halbe Abstand der Blutkapillaren. Da 
die diffundierenden Stoffe in den Zellen umgesetzt werden, nimmt ihre 
Konzentration mit der Entfernung von der Oberfliche ab und unter 
Umstianden reicht die Diffusionsgeschwindigkeit zur Versorgung der 
inneren Zellschichten nicht aus. Es nehmen dann nicht alle Zellen an 
dem betreffenden Stoffwechselvorgang teil, und da wir den gemessenen 
Umsatz auf die Gewichts- oder Volumeneinheit des Gewebes beziehen, 
erhalten wir fiir die StoffwechselgréBe einen zu niedrigen Wert. O. War- 
burg! hat die maximale Dicke berechnet, die ein Gewebsschnitt haben 
darf, wenn der Sauerstoff zu allen Zellen gelangen soll. 

Ganz ahnlich wie beim Gewebsschnitt liegen natiirlich die Ver- 
haltnisse beim iiberlebenden Muskel oder sonstigen Organen, die nicht 
mehr von den Kapillaren aus versorgt werden. Eine sehr eingehende 


Behandlung der Diffusionsprobleme bei der Sauerstoffversorgung des 
Muskels verdanken wir A. V. Hill?. Beim Ansetzen der Differential- 
gleichung fiir die Diffusion mu®B man eine bestimmte Annahme iiber 
die Abhangigkeit der Atmung vom Sauerstoffdruck machen. Da der 
Sauerstoffverbrauch der Zellen bis zu sehr kleinen Spannungen herab 
vom Partialdruck des Sauerstoffs unabhangig ist, setzen ihn sowohl 


Warburg als auch Hill als Konstante in die Gleichung ein. Diese spezielle 
Annahme trifft aber fiir viele Stoffwechselvorginge sicher nicht zu. Die 
Reaktionsgeschwindigkeit hingt im allgemeinen von der Konzentration 


! Diese Zeitschr. 142, 317, 1923. — ? Proc. Roy. Soc. London B 104, 
39, 1928. 
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der beteiligten Stoffe ab. Es entsteht daher die Frage, wie sich di: 
Verhaltnisse gestalten, wenn man eine beliebige Konzentrations 
abhangigkeit des Stoffwechselvorganges voraussetzt. 

Den AnlaB zur vorliegenden Untersuchung bildeten Versuche itibe: 
die Harnstoffbildung aus Ammoniak und Glutamin in Leberschnitten ! 
Bei diesem Vorgang nimmt tiber den ganzen untersuchten Konzentra 
tionsbereich die Reaktionsgeschwindigkeit mit der Substratkonzentratior 
ab. Der rechnerische Ansatz fiir den Fall der Atmung laBt sich offenba: 
hier nicht verwenden. Das Problem ist freilich fiir eine beliebige Kon 
zentrationsabhangigkeit nicht lésbar. Wir nehmen daher den ein- 
fachsten Fall an, daB die Reaktionsgeschwindigkeit der Konzentration 
des diffundierenden Stoffes proportional ist?. Es wird sich zeigen, dat; 
diese Annahme eine gentigende Annaherung an die tatsachlichen Ver 
haltnisse darstellt und daB eine Kombination mit der Lésung fiir kon 
stanten Umsatz die angenaherte Behandlung einer beliebigen Kon 
zentrationsabhangigkeit erméglicht. Da wir die Rechnung nur auf 
den Gewebsschnitt anwenden wollen, beschranken wir uns auf die 
Behandlung der unendlich ausgedehnten, ebenen Platte. Die Uber 
tragung auf den physiologisch interessanten Fall des unendlich langen 
Zylinders (Nerv, walzenférmiger Muskel) macht keine Schwierigkeiten. 

Es werden zunichst in einfacher Form die wichtigsten Resultate 
der Rechnung und dann ihre Anwendung auf die Diffusion der Ammon- 
salze und des Glutamins besprochen. Die verwendeten Formeln und 
Rechnungsverfahren sind am SchluB zusammengestellt. 


I. 

Wenn die Umsatzgeschwindigkeit des diffwndierenden Stoffes (im 
folgenden kurz ,,Substrat** genannt) konstant ist, spielt die Konzentra- 
tionsverteilung im Schnitt fiir die GréBe des Gesamtumsatzes im 
stationaren Zustand keine Rolle. Es kommt nur darauf an, daB das 
Substrat alle Zellen erreicht ; es wird unabhangig von seiner Konzentra- 
tion stets mit derselben Geschwindigkeit verbraucht. Ist dagegen die 
Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration abhangig, so andert 
sich der Gesamtumsatz mit der Konzentrationsverteilung im Innern 
des Schnittes. Die Substratkonzentration in den inneren Zellschichten 
wird um so geringer sein, je gréBer die Umsatzgeschwindigkeit im Ver- 
haltnis zur Diffusionsgeschwindigkeit ist. Die ,,UmsatzgréBe* 


Gesamtumsatz 


ee : Feast (1) 
Schnittgewicht - Zeit 
1 Leuthardt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 252, 238, 1938. — * N. Ras- 


hevsky (Physics 7, 260, 1936) hat bei der mathematischen Behandlung eines 
ahnlichen Diffusionsproblems (kugelférmige Zelle, in der Zucker glyko- 
lytisch gespalten und die Milchséure oxydiert wird) denselben Ansatz vet 
wendet. 
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entspricht also nie der AuBenkonzentration y, des Substrats, sondern 
einem Mittelwert der Konzentration im Schnitt. Wir wollen deshalk 
den obigen Quotienten, der sich unmittelbar aus dem Versuch ergibt, 
als ,,scheinbare UmsatzgréBe*‘ (U’,) bezeichnen. Sie geht mit unbegrenzt 
abnehmender Schnittdicke in die ,,;wahre UmsatzgréBe* (7) iiber. Da 
wir annehmen, da der Umsatz der Substratkonzentration proportional 
ist, gilt ) = A+ y. Die Konstante A U'/y sei als ,, Umsatzkonstante“ 
bezeichnet, die entsprechende, experimentell feststellbare GréBe 


A, = U,/y als ,,scheinbare Umsatzkonstante’. Wir wollen nun das 
Verhaltnis 
U A, 
Y , (La) 
U A 


einfiihren. Die GréBe wird um so kleiner, je gréBer die Schnittdicke, 
je gréBer die Umsatzgeschwindigkeit und je kleiner die Diffusions- 
konstante des Substrats ist. Mit abneh- 
mender Schnittdicke nahert sie sich dem 
Wert 1. Die vorliegende Aufgabe lauft 
darauf hinaus, y aus den genannten 





GréBen zu berechnen. 

Wir nehmen dazu an, dab der Schnitt 
in einer sehr grofen Menge Fliissigkeit, 
die das Substrat in der Konzentration 





Yo enthalt, geschiittelt wird. Unter diesen bb. 1 
Bedingungen ist die Konzentration un- 

mittelbar an der Oberflache des Schnittes stets y, und kann wahrend 
der ganzen Versuchsdauer als konstant angesehen werden. Wenn man 
fiir 1” (y) eine beliebige Funktion der Konzentration setzt, laBt sich die 
Differentialgleichung der Diffusion [Gl. (4), 8.301] im allgemeinen 
nicht integrieren. Die Beschrankung auf die beiden lésbaren Faille 
’ = konst. und VY = A- y vermindert aber die praktische Brauchbar- 
keit der Lésungen nicht. Man kann durch eine Kombination der beiden 
Lésungen auch fiir die allgemeine Form der Konzentrationsabhangigkeit 
von (’ eine angenaherte Lésung finden. 

Die Abhangigkeit einer Fermentreaktion oder eines Stoffwechsel- 
vorgangs von der Substratkonzentration laBt sich allgemein durch die 
in Abb. 1 wiedergegebene Kurve darstellen. Bei geniigend kleiner 
Konzentration ist die Reaktionsgeschwindigkeit der Substratkonzentra- 
tion proportional, bei geniigend grofer Konzentration nahert sie sich 
asymptotisch einem Grenzwert. Eine solche Kurve laBt sich in grober 
Annaherung durch ihre Nullpunktstangente (oder auch eine geeignete, 
durch den Nullpunkt laufende Sehne) und die zur Abszissenachse 
parallele Asymptote approximieren, wie dies in Abb. 1 eingezeichnet 
ist. Wir werden diese Annaherung der Behandlung des allgemeinen 
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Falles zugrunde legen, d. h. wir werden annehmen. da® die Reaktions 
geschwindigkeit bis zu einem bestimmten Wert der Konzentration c, 
linear ansteigt und dann konstant bleibt, wahrend in Wirklichkeit di: 
Neigung der Kurve stetig bis Null abnimmt. 

Es ist noch eine weitere Vereinfachung des Problems méglich. Bei 
Beginn des Versuchs enthalt der Schnitt kein Substrat; im Verlauf der 
Zeit stellt sich im Schnitt eine stationére Konzentrationsverteilung ein 
die dem Gleichgewicht zwischen Substratverbrauch und_ -diffusion 
entspricht. Man kann daher praktisch eine /nitialperiode unterscheiden, 
wihrend der die Konzentration in allen Schichten des Schnittes 





Jnitialperiode Abb. 2. Zeitlicher Verlauf der 
mm , Siittigung’’ des Schnittes mit 
% dem Substrat. Umsatz propor- 


tional der Substratkonzentration. 

Abszisse: Zeit in Minuten. Or- 

dinate: Substratkonzentration, 

| ausgedriickt in % des Maximal- 

50 wertes im stationiiren Zustand. 

r= JVA/D = 4, A 30, D 

4,7 .10- * (ungefiihrer Wert der 

Diffusionskonstanten des Lactats 

im nicht ermiideten Muskel, vgl. 

1 sails die Tabelle auf 8. 292). Schnitt- 
0 7 2 J 4 5 6 7Min dicke 0,05 em. 








ansteigt und einen anschlieBenden, annahernd stationdren Zustand. Wir 
wahlen als Initialperiode etwa die Zeitdauer, die nétig ist, um in der 
Mitte des Schnittes die Konzentration auf 90°, des Grenzwertes fiir 
t © ansteigen zu lassen. Die Rechnung zeigt, daB bei Diffusions- 
und Umsatzgeschwindigkeiten, wie man sie unter physiologischen Be- 
dingungen erwarten kann, die Dauer der Initialperiode von der GréBen- 
ordnung weniger Minuten ist, wihrend die Versuchsdauer meistens eine 
bis mehrere Stunden betragt. Wir begehen daher nur einen geringen 
Fehler, wenn wir wahrend der ganzen Versuchsdauer den stationadren 
Zustand voraussetzen. Die Initialperiode muB nur bei kurz dauernden 
Versuchen beriicksichtigt werden. (Man kann sie auch experimentell 
sehr leicht ausschalten, indem man die Schnitte nach einer Vorperiode, 
die zu ihrer Sattigung mit dem Substrat ausreicht, in neue Lésung 
iibertrigt und die Messung des Umsatzes erst mit diesem Zeitpunkt 
beginnt.) Abb. 2 stellt den zeitlichen Verlauf der ,,Sattigung** wahrend 
der Initialperiode dar. 
II. 

Wir besprechen nun die verschiedenen Fille, die sich aus den ein- 
leitend erwihnten Ansitzen U’ (y) = A+ y und U (y) = konst. ergeben. 

1. Die Umsatzgeschwindigkeit ist der Substratkonzentration proportio- 
nal. Als wesentlicher Unterschied gegeniiber den allgemein bekannten 
Verhaltnissen bei konstanter UmsatzgréBe ist hervorzuheben, daB sich 
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keine ,,Grenzschnittdicke” (,,critical depth’ bei Hill) definieren laBt. 
Das Verhaltnis der scheinbaren zur wahren UmsatzgréBe ist von der 
\uBenkonzentration des Substrats wnabhdngig und fiir jede endliche 
Schnittdicke ist Ul’, (’. Aus Formel (6) geht hervor, daB die Kon- 
zentration im stationaren Zustand von | 4/D abhangt (D Diffusions- 
konstante). Eine Anderung der beiden Konstanten im gleichen Ver- 
haltnis 1aBt den stationéren Zustand unverandert, dagegen ist nach 
Formel (5) die Dauer der Initialperiode stark von der absoluten GréBe 
der Umsatzkonstanten abhangig. Je gréBer A ist, desto rascher erfolgt 
die Einstellung des Gleichgewichts zwischen Diffusion und_ Stoff- 


y(Subtrattonzentration) 
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Abb. 3. Konzentrationsverteilung im planparallelen Gewebsschnitt bei verschiedener 
Schnittdicke und verschiedenen Werten von ) A/D. Umsatz proportional der Substrat- 
konzentration: U A.y. Koordinatenanfangspunkt in der Mittelebene des Schnittes. 
Die beiden den Schnitt begrenzenden Ebenen haben die Koordinaten z + 4/2 ta. 
Mittlere Kurve (A/D 33): D 3,5 .10-* (Diffusionskonstante des Sauerstoffs im 
Muskel), A 40 (der Geschwindigkeit der Harnstoffbildung aus NH, in der Leber ent- 
sprechend). Die obere Kurve gilt fiireinen zehnmal kleineren Wert von A/D, die untere fiir 
einen zehnmal gréBeren. y ist gleich dem Verhiiltnis des unterhalb der entsprechenden 
Kurve liegenden Flichenstiicks (in det mittleren Abbildung fiir die Kurve ) A/D 104 
schraffiert) zum ganzen Rechteck « . %. 


wechselvorgang. Die Abhangigkeit der Konzentration im stationaéren 
Zustand von der Schnittdicke und | A/D wird durch Abb.3_ ver- 
anschaulicht. 

Kennt man die Konzentrationsverteilung, so findet man den 
Gesamtumsatz und das Verhaltnis » durch Integration iiber der Schnitt- 
dicke. [Formel (7) und (8)]. U’,: U ist gleich dem Verhaltnis des Flachen- 
stiicks unterhalb der Kurve, das in einem Beispiel der Abb. 3 schraffiert 
ist, zum gesamten Rechteck mit der Héhe y, und der Breite «. Bei 
der praktischen Anwendung interessiert uns besonders die Abhangigkeit 
der GréBe » von der Schnittdicke bei verschiedenen Werten von y A/D. 
Abb. 4 gibt dariiber AufschluB. Einzelheiten sind in der Erkiarung ver- 
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286 F. Leuthardt : 
merkt. Wir werden spater diese Darstellung dazu benutzen. um aus de: 
experimentell festgestellten Abhangigkeit der scheinbaren Umsatz 
gr6Be Ll’, von der Schnittdicke den Wert des Verhaltnisses A D ab 
zuschiatzen. r 

2. Die Umsatzgeschwindigkeit ist iiber den ganzen Bereich der Substrat 
konzentration konstant. Wie schon erwahnt, ist dieser Ansatz den 
Rechnungen von Warburg und Hill zugrunde gelegt. Da die Zell 
atmung diesem Fall weitgehend entspricht, wollen wir ihn im folgenden 
kurz als ,,Atmungstypus** bezeichnen. Bekanntlich gibt es einen 
Grenzwert der Schnittdicke, bei dessen Uberschreitung das Substrat 


Abb. 4. Abhingigkeit von 

(= Verhiltnis der scheinbaren zur 
wahren UmsatzgréBe) von det 
Schnittdicke bei verschiedenen 
Werten von | A/D. Umsatz pro- 
portional der Substratkonzen- 
tration. Abszisse: Schnittdicke 
in mm. Der Wert von 7 ist un- 





abhdingig von der AuBenkonzen- 
tration des Substrats 





? R? OY 46 08 10mm 


nicht mehr in eine mittlere Zone des Schnittes gelangt. Diese Grenz- 

schnittdicke kann nach der folgenden Formel berechnet werden ( Warburg) 
f’ = 2) 2y,D/U (2) 
‘ =} “9% 0 

(¥, AuBenkonzentration, D Diffusionskonstante, Uy Umsatzgrébe). Bei 

a . . . oo . . . 

Uberschreitung der Grenzschnittdicke fallt die experimentell bestimmte 

UmsatzgréBe zu niedrig aus, und zwar ist 

: 

A 


Gegeniiber dem zuerst behandelten Fall (Umsatz proportional der 
Substratkonzentration) sind folgende Unterschiede hervorzuheben: 


9 
UV, = U,: V 2y¥,DU,- (3) 


Ist die Schnittdicke geringer als der durch Formel (2) gegebene 
Grenzwert, so wird y 1, d.h. der Versuch gibt unmittelbar den 
richtigen Wert der UmsatzgréBe. Das ist bei Proportionalitaét von 
Umsatz und Substratkonzentration (bei endlichem Wert der Schnitt- 
dicke) nie der Fall. Ist dagegen die Schnittdicke gréBer als die ,,Grenz- 
schnittdicke** bei der gegebenen Auffenkonzentration des Substrats, 
so wird nach Formel (3) y kleiner als 1 und ist von der AuBenkonzentra- 
tion abhangig. In Abb. 5 ist die Abhaingigkeit von y von der Schnitt- 
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dicke bei verschiedenen Werten des Verhaltnisses | Uy ) dargestellt. 
\ls neuer Parameter tritt hier die AuBenkonzentration y, des Substrats 
hinzu. Bei konstanter Umsatzgr6Be kann man durch geniigende Er- 
héhung von y, stets erreichen, dai + 1 wird. Wenn dagegen die 
UmsatzgréBe tiber den ganzen Konzentrationsbereich von der Substrat- 
konzentration abhangig ist, wie im hier behandelten Beispiel : [’ A-y, 
so ist fiir jeden Wert der AuBenkonzentration y <— 1. 

3. Kombination der beiden Lésungen. Wir haben einleitend eine 
Kombination der Lésungen fiir 1’ = A yund U’ = konst. vorgeschlagen, 
um einen Uberblick iiber die Verhaltnisse bei beliebiger Konzentrations- 


S & © ba = 
NN > 

Qy 8 & es ¢ 
ee eo S S 


Abb. 5. Abhiingigkeit von 7 von 


der Schnittdicke und von | U,/D, 








\ Vz- 


\ A . 
~*~ 3 (Yp =7/ 
‘ 


wenn U, konst. (,,Atmungs- Oe 
typus der Konzentrationsab- | ™* 57(yo~d 
hiingigkeit). Man beachte, dali ppg} 


hier y nicht nur von | U,/D, son- 
dern auch von der AuBenkonzen- 
tration des Substrats y, abhingt 04+ 
Oben sind die Werte der ,,Grenz- 
schnittdicke” angeschrieben, un- 





terhalb deren ; 1 wird 
0 32 OF 46 G8 1amm 
abhangigkeit zu gewinnen, indem wir fiir y< cy, U’ = Ay und fiir 
y > ty, U = Acy = konst. setzen (vgl. Abb. 1). Die Randbedingungen 


dieses Problems fiihren zu Gleichungen, deren Lésung nur auf graphi- 
schem Wege mdglich ist. 

Fiir Werte von y,, die kleiner als cg sind, ist iiberall im Schnitt 
die Umsatzgeschwindigkeit der Substratkonzentration proportional und 
es gelten die fiir diesen Fall abgeleiteten Gleichungen. Von einem 
bestimmten Wert der AuSenkonzentration an wird im _ stationaren 
Zustand die Substratkonzentration auch in der Mitte des Schnittes 
gréBer als cy, d.h. die UmsatzgréBe ist tiberall im Schnitt konstant 
und daher » = 1. Dieser Grenzwert y, der AuBenkonzentration ist 
durch die Formel (10) gegeben. Man kann auch hier bei gegebener 
Diffusionskonstante und AuSenkonzentration eine Grenzschnittdicke 
definieren, bei deren Uberschreitung y ~ 1 wird. Diese Grenzwerte 
haben aber praktisch keine groBe Bedeutung. Sie lassen sich nur deshalb 
scharf definieren, weil wir die Kurve, die den wirklichen Verlauf der 
Konzentrationsabhangigkeit wiedergibt, durch zwei Gerade approxi- 
miert haben, sind also gewissermafen ein ,,Kunstprodukt**. Da sich 
die UmsatzgréBe in Wirklichkeit mit wachsender Substratkonzentration 
dem konstanten Grenzwert asymptotisch nahert, erreicht auch y den 
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Wert 1 nicht bei einer bestimmten endlichen Konzentration. Es gilt 
der allgemeine Satz: Wenn die Aufenkonzentration in einem Bereich 
liegt, innerhalb dessen sich die Umsatzgeschwindigkeit mit der Substrat- 
konzentration nach irgendeinem Gesetz dindert, entspricht die gemessen: 
Umsatzgripe nicht der AuBenkonzentration des Substrats, sie fdllt be: 
jeder endlichen Schnittdicke zu klein aus. 

Bei der hier gewahlten Form der Konzentrationsabhangigkeit 
gibt es im Schnitt eine mittlere Zone (in Abb. 6 von der Breite 2 £) 
innerhalb deren die UmsatzgréBe der Substratkonzentration proportional! 
ist und eine unmittelbar anschlieBende Randzone in der sie konstant ist. 


| Hag biel 396) 


y-10 




















U=const 





Yo” yo” 

Abb. 6 bis 8. Substratkonzentration im Schnitt (stationirer Zustand) bei verschiedener Kon- 
zentrationsabhingigkeit der UmsatzgréBe. In der unteren Abbildung ist jeweils die zugrunde 
gelegte Abhingigkeit der UmsatzgréBe U von der SubstratRonzentration y dargestellt. In 
allen drei Beispielen hat fiir die AuBenkonzentration y, 1 die UmsatzgréBe denselben 
Wert. Schnittdicke 0,08 cm. Diffusionskonstante D 3,5.10-*qem/Stunden. (Wert 
fiir Sauerstoff im Muskel.) In Abb. 6 ist 2 7 die Breite der Zone, innerhalb deren die Umsatz- 
gréBe von der Substratkonzentration abhingig ist (A = 134, ¢, 0,33). In den Randzonen 
von der Breite « — f ist sie konstant und von der Konzentration unabhingig. In Abb. 7 
entspricht der eingeklammerte Wert von y der gestrichelten Kurve (A 134, A’ 44,7). 
In Abb. 8 ist die Schnittdicke gerade der ,,Grenzschnittdicke’ gleich (U, = 44,7). 7 ist 
in Abb. 6 und 7 gleich dem Verhaltnis der schraffierten Fliche zum Rechteck « . ¢) bzw. « . Yo. 
Man beachte, daB y bei verschiedener Konzentrationsabhingigkeit der UmsatzgriéBe sehr 
verschiedene Werte annimmt, trotzdem fiir die gewihlte AuBenkonzentration die Umsatz- 

geschwindigkeit in allen drei Fiillen dieselbe ist. 





Da sich aber in Wirklichkeit der Ubergang vom anfanglich linearen 
oder fast linearen Anstieg der Umsatzgeschwindigkeit zum konstanten 
Grenzwert allmdhlich vollzieht, gibt es in Wirklichkeit auch keine 
scharfe Grenzlinie zwischen den beiden Zonen, sondern ein mehr oder 
weniger breites Ubergangsgebiet, das bis an den Rand reicht, wenn der 
konstante Wert von l’ bei der vorhandenen AuBenkonzentration des 
Substrats nicht erreicht wird. 
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In den Abb. 6 bis 8 sind drei Beispiele dargestellt, bei denen fiir 
die gewahlte AuBenkonzentration y, = 1 die UmsatzgréBe gleich ist; 
ihre in den Hilfsfiguren dargestellte Konzentrationsabhangigkeit ist 
aber verschieden. Abb.7 und 8 entsprechen den beiden Grenztypen 
(U = Ay und UU’ = konst.), Abb.6 der kombinierten Lésung. Die 
drei Darstellungen zeigen anschaulich die Verschiedenheit der Kon- 
zentrationsverteilung im Schnitt und der Werte von y, je nach der 


/ 
Abhangigkeit der UmsatzgréBe von der Substratkonzentration. 


















a = Up=447 
5H A As 
F-06358 - : ag 
ma 40+ a 
40} am 
| ” 
| 30 ra 
4% TS 4 Y 
= ~ } P 
Y 2y mm % ur / 
y / 
10+ ~~ 01 | 
| / | 
ee i 
0 Yor7 0 yo~ 
Abb. 9. Vergleich der scheinbaren Abb. 10. Verlauf der scheinbaren 
(gestrichelte Linie) und der wahren Konzentrationsabhingigkeit fiir den 
Konzentrationsabhaingigkeit (ausge- Fall U = konst. Fir y, 1 ent- 
zogene Linie) der UmsatzgréGe fir spricht die Schnittdicke (0,08 em) 
den Fall U A-y. Schnittdicke gerade der Grenzschnittdicke. Man 
0,08 em. Diffusionskonstante 3,5 beachte, daB fiir kleinere Werte von 
-10-* qem/Stunde. Ag ,,scheinbare y eine Konzentrationsabhingigkeit 
Umsatzkonstante*‘. der UmsatzgréBe vorgetiiuscht wird 


(gestrichelte Kurve). 
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Abb. 11. Verlauf der scheinbaren Konzentrationsabhingigkeit fiir die kombinierte Form: 
U = Ay, fiir y = ¢ und U At, konst., fiir y > ¢,. Bei der AuBenkonzentration des 


Substrats y, = 1,35 wird die Konzentration in der Mitte des Schnittes = ¢,, daher wird 
fiir alle gréBeren Werte der AuBenkonzentration iiberall im Schnitt die Umsatzgeschwindig- 
keit von der Substratkonzentration unabhingig und ; 1. 


In der Regel kennt man weder die Diffusionskonstanten des Sub- 
strats im Gewebe, noch die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit 
von der Konzentration, so daB sich » und damit auch die wahre Umsatz- 
gréBe nicht bestimmen 1|aBt. 

Aus den vorstehenden Erérterungen geht hervor, daB man im all- 
gemeinen nicht die richtige Form der Konzentrationsabhangigkeit 
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erhalt, wenn man einfach die UmsatzgréBe bei verschiedener Substrat 
konzentration miBt. Je nach dem Typus der tatsachlichen Konzentra. 
tionsabhangigkeit kénnen die Abweichungen sehr verschieden grol; 


sein. Fiir die drei behandelten Falle ist in den Abb. 9 bis 11 die schein- 
bare UmsatzgréBe (U’,) neben der wahren (/’) gegen die Konzentration 
des Substrats eingetragen. 

1. Fall (Proportionalitat). Die scheinbare UmsatzgréfBe _ steigt 
linear mit der Substratkonzentration an, aber weniger steil als die 
wirkliche. Das Verhaltnis der Steigungen ist l’,/U’ = A,/A = y. 

2. Fall (konstante UmsatzgréBe, ,,Atmungstypus‘). Unterhalb des 
Wertes der AuBenkonzentration, fiir den die Schnittdicke gerade der 
Grenzschnittdicke gleich ist [Formel (2)], fallt (’, rasch ab. Charak 
teristisch fiir die Kurve ist ihr Verlauf in der Nahe des Koordinaten- 
anfangspunktes: Sie hat die y-Achse zur Nullpunktstangente, laiuft also 
senkrecht in den Anfangspunkt ein. Es wird in diesem Konzentrations- 
bereich eine Abhangigkeit der Umsatzgr6Be von der Substratkonzentra- 
tion vorgetauscht, die in Wirklichkeit gar nicht besteht. 

Ist die AuBenkonzentration so groB, daB die entsprechende Grenz- 
schnittdicke die tatsichliche Dicke des Schnittes tibertrifft, so ist » 
konstant und gleich 1]. 

3. Allgemeiner Fall. Es sei cy die Substratkonzentration, oberhalb 
der man die UmsatzgréBe als konstant ansehen kann [Formel (10)]. 
Wird die Au®enkonzentration so hoch gewahlt, da auch in der 
Mitte des Schnittes die Substratkonzentration den Wert c, tibersteigt. 
so wird » = 1. Der Versuch ergibt unmittelbar den richtigen Wert 
der UmsatzgréBe. Bei kleineren Werten der AuBenkonzentration wird 
y - 1; die gemessene UmsatzgréB8e ist zu niedrig. Im Bereich, in 
dem der Umsatz der Konzentration proportional ist, entsprechen die 
Verhialtnisse genau dem 1. Fall, d.h. U, verlauft ebenfalls geradlinig 
und das Verhaltnis der Steigungen ist gleich A,: A. 

Die exakte Bestimmung der wirklichen Konzentrationsabhangigkeit 
ist nur dann méglich, wenn die Diffusionskonstante des Substrats 
bekannt ist. Die Messung von Diffusionskonstanten im Gewebe ist 
gewohnlich eine sehr schwierige Aufgabe. In den meisten Fallen fehlt 
daher ihre Kenntnis und man kann den wirklichen Verlauf der Kon- 
zentrationsabhangigkeit nur angendhert feststellen. 

Wegen der Unsicherheit, die der rechnerischen Ermittlung der 
wahren UmsatzgréBe anhaftet, wird man stets die experimentellen 
Bedingungen so zu gestalten versuchen, dai + von vornherein einen 
nahe bei | liegenden Wert annimmt. Theoretisch kann man dies durch 
geniigende Verringerung der Schnittdicke stets erreichen. Die Her- 
stellung sauberer Schnitte unter etwa 0,02cm ist jedoch schwierig 
und dieser Wert ist noch so groB, da8 die Diffusionsgeschwindigkeit bei 
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vielen Stoffen zum ,,Auffiillen‘‘ des Schnittes mit dem Substrat nicht 
uusreicht. Eine weitere Méglichkeit liegt in der Erhdhung der Substrat- 
honzentration. Wenn die UmsatzgréBe konstant ist oder sich mit 
wachsender Konzentration einem konstanten Wert nahert, kann man 
durch gentigende ‘Erhéhung der AuBenkonzentration stets erreichen, 
dab + 1 wird. Das Verfahren ist natiirlich nicht anwendbar, wenn 
aus irgendwelchen Griinden die AuBenkonzentration gegeben ist und 
seine Anwendung wird auch sonst in vielen Fallen an unerwiinschten 
Nebenwirkungen der Stoffe bei hGherer Konzentration scheitern. Durch 
diese Umstande wird der exakten Messung von Stoffwechselgr6éBen an 
Gewebsschnitten in vielen Fallen eine schwer iibersteigbare Schranke 
gesetzt. 
Il. 

Anwendungen (Harnstoffbildung aus Ammonsalzen und Glutamin). 
Um zu zeigen, in welcher Form sich die besprochenen Diffusionsprobleme 
in einem praktischen Fall darbieten kénnen, méchte ich die Versuche 
iiber Harnstoffbildung in der Leber heranziehen, die den Anla®}~ zur 
vorliegenden Untersuchung gegeben haben!. Die folgenden Aus- 
fiihrungen sollen gleichzeitig eine Erganzung der kurzen Hinweise auf 
den EinfluB8 der Diffusion in der friiheren Arbeit darstellen. 


Der Saureamidstickstoff des Glutamins 
CO(NH,)- CH,CH,CH(NH,)- COOH 


geht in der Leber sehr leicht in Harnstoff iiber. Die UmsatzgréBe 
betrigt 40 bis 60°, derjenigen des Ammoniaks, bei gleicher molarer 
Konzentration. Beim Fehlen eines geeigneten Atmungssubstrats kann 
sogar die Umsatzgeschwindigkeit des Glutamins die gréBere sein. (Der 
Kiirze halber ist im folgenden stets von ,, Ammoniak* die Rede, obgleich 
beim px der Versuchsansatze pu 7,4 dasselbe als Ammoniumion 
vorhanden ist.) Es zeigt sich, daB diese Umsetzung von verschiedenen 
Faktoren ganz unabhangig ist, welche die Harnstoffbildung aus Ammo- 
niak stark verindern und es entsteht daraus die Frage, ob das Ammoniak 
eine notwendige Zwischenstufe der Reaktion sein kann. Man kann die 
direkte Entscheidung dieser Frage dadurch versuchen, daB man die 
Harnstoffbildung aus Ammoniak bei derselben NH,-Konzentration 
miBt, wie sie in den glutaminhaltigen Ansaétzen vorhanden ist, nimlich 
bei etwa 0,2 bis 0,5 mg®,, und mit der Geschwindigkeit der Harnstoff- 
bildung aus dem Saureamid vergleicht. Es zeigt sich, daB aus dem 
Ammoniak unter diesen Bedingungen nur etwa ein Zehntel soviel Harn- 
stoff entsteht wie aus dem Glutamin. Wenn die gemessenen Harnstoff- 
werte die wahren UmsatzgréBen darstellen, kann das Ammoniak als 


1 Leuthardt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 252, 238, 1938. 
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obligatorisches Zwischenprodukt der Reaktion nicht in Frage kommen 
denn seine Umsatzgeschwindigkeit miiBte auch bei der kleinen Kon 
zentration, die in den glutaminhaltigen Ansiatzen besteht, mindestens 
so groB sein wie diejenige des Glutamins. Wir miiBten also annehmen 
dali entweder die Siureamidgruppe mit dem harnstoffbildenden Ferment 
system direkt zu reagieren vermag, oder daB das abgespaltene Ammoniak 
in statu nascendi mit viel gréBerer Geschwindigkeit umgesetzt wird als 
das Ammoniumion. 

Wie Versuche mit verschieden dicken Schnitten gezeigt haben 
(vgl. S. 295), ist jedoch y sicher kleiner als 1. Die Messungen miissen 
also korrigiert werden und es fragt sich, ob diese Korrektur das Resultat 
wesentlich beeinfluBt. 

Zur Ermittlung der wahren UmsatzgréBe des Ammoniaks und des 
Glutamins ist zunichst die Kenntnis der Diffusionskonstanten im 
Leberparenchym nétig. Diffusionskonstanten von Stoffen im tierischen 
Gewebe sind erst in wenigen Fallen exakt bestimmt worden. Die meisten 
Messungen sind am Muskel ausgefiihrt worden und beziehen sich auf 
Sauerstoff, Milchsiéure, Kohlendioxyd, Kreatin und Phosphat!. Wahrend 
die Diffusion in Gelatine- oder Agargallerten nur wenig von der freien 
Diffusion verschieden ist, selbst bei ziemlich groBen Farbstoffmole- 
kiilen? sind die Diffusionskonstanten im Muskelgewebe um eine bis 
zwei Zehnerpotenzen kleiner als in Wasser, wie die folgenden Werte 
zeigen® (Werte in qcem/Stunde). ; 





Agargallerte Muskel 
je ee ee 4,0-10-2 4,1-10-3 
Na-Phosphat .......... 3,4 -10-? ire | ie 


_ Wie der Vergleich von Milchséure und Phosphat zeigt, kann die 
Hemmung der Diffusion durch das Gewebe fiir die einzelnen Elektrolyte 
sehr verschieden sein; offenbar nimmt die Diffusionsgeschwindigkeit 
mit der Ladung der Ionen ab. Es ist also nicht méglich, aus den Werten 
fiir die freie Diffusion auch nur iiber die GréBenordnung der Diffusions- 
konstanten im Gewebe etwas Sicheres vorauszusagen. Sehr bemerkens- 
wert ist ferner die Tatsache, daB die Diffusion der Milchséiure im Muskel 
stark vom Funktionszustand des Gewebes abhangig ist; nach Angaben 
der eben genannten Autoren hat D im nicht ermiideten Froschmuskel 
einen Wert von 4- 10-° qem/Stunde, im ermiideten, milchséurereichen 


' Krogh, J. of Physiol. 52, 391, 1919; Eggleton, Eggleton u. Hill, Proc. 
Roy. Soe. London B 108, 620, 1928; Wright, Amer. J. of Physiol. 101, 104, 
1932; J. gen. Physiol. 17, 657, 1934; Cardoso, Pfliigers Arch. 284, 614, 1932; 
Stella, J. of Physiol. 66, 19, 1928. — 2 Vgl. z. B. Auerbach, Kolloid- 
zeitschr. 35, 202, 1924. — * Eggleton, Eggleton u. Hill, |. c. 
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Muskel dagegen nur 1,8- 10-4. Die Erscheinung la8t sich durch die 
Annahme erklaren, da die Muskelfibrillen selbst fiir Milchsdure wenig 
durchlassig sind und da®B deshalb die Diffusion zum iiberwiegenden Teil 
in den Lymphspalten erfolgt. Werden dieselben durch Quellung der 
Fibrillen (infolge der Milchsiureanhaufung) teilweise verschlossen, so 
muB die Diffusionsgeschwindigkeit stark abnehmen. Fiir andere 
Gewebe liegen entsprechende Erfahrungen nicht vor: man wird aber 
stets mit der Méglichkeit ahnlicher Veranderungen zu rechnen haben!?. 

Jedenfalls stellt die nach irgendeiner Methode in einem Gewebe 
bestimmte Diffusionskonstante immer einen Mittelwert aus den Kon- 
stanten fiir die einzelnen Elemente des Gewebes dar. Dabei kann die 
Anordnung der Zellen, der Verlauf der Lymphspalten usw. eine wesent- 
liche Rolle spielen und es ist der Fall denkbar, daB die Diffusion in ver- 
schiedenen Richtungen mit ungleicher Geschwindigkeit erfolgt, dal 
also das Gewebe beziiglich der Diffusion nicht als isotrop aufgefabt 
werden kann. Im allgemeinen diirfte der gréBte Diffusionswiderstand 
in der oberflachlichen Schicht der Zellen liegen; die Diffusion im Proto- 
plasma ist méglicherweise wie in einer Gelatine- oder Agargallerte von 
der freien Diffusion nicht sehr verschieden. Da die wenig permeable 
Schicht wohl nur wenige Molekiillagen umfaBt, auf alle Falle aber 
gegeniiber den Abmessungen der Zelle sehr diinn ist, verlauft bei der 
Diffusion eines Stoffes durch mehrere Zellschichten hindurch der 
Konzentrationsabfall unstetig, mit Sprungstellen an den Grenzflachen. 
Durch Annahme eines mittleren Diffusionskoeffizienten approximieren 
wir diesen Verlauf durch eine glatte Kurve, wobei wir natiirlich eine 
geniigende Zahl von Zellschichten voraussetzen miissen. Leberschnitte 
von etwa 0,3 mm Dicke lassen sich eben noch als homogen behandeln: 
wenn wir die Leberzelle als Kubus von etwa 20 u Kantenlinge ansehen, 
enthalten die Gewebsschnitte etwa 15 bis 25 Zellschichten. Bei Unter- 
suchung der Diffusion in einzelnen Zellen oder in Gewebsteilen, die nur 


1 Vgl. dazu A.C. Hill, Proce. Loy. Soc. London B 104, 73, 1928. Der 
Kaltbliitermuskel, an dem die meisten Messungen durechgefiihrt worden 
sind, bietet in methodischer Hinsicht den groBen Vorteil, daB er auch unter 
streng anaeroben Bedingungen funktionstiichtig bleibt. Die von Hill und 
seinen Mitarbeitern verwendete Methodik laBt sich nur fiir Stoffe verwenden 
die von vornherein in geniigender Konzentration im Gewebe vorhanden 
sind (Milchsaéure, Kreatin, Phosphat). Aber auch wenn man von dieser 
Einschrankung absieht, laBt sie sich nicht ohne weiteres auf Gewebe iiber- 
tragen, die der bestindigen Sauerstoffzufuhr bediirfen, wie z. B. die Leber. 
Die Methode besteht darin, daB man die Menge des Stoffes bestimmt, die 
aus einer verhaltnismaéBig groBen Gewebsmasse (z. B. dem ganzen Frosch- 
schenkel) in die umgebende Lésung diffundiert. Bei Geweben mit geringem 
anaeroben Stoffwechsel besteht die Gefahr, daB die inneren Gewebspartien 
im Verlauf des Versuchs ersticken und deshalb fiir die Diffusion gegentiber 
der Norm stark verainderte Bedingungen darbieten. 








Ep Aicracdcnnetnehechtnaarsnsontens eherateaaetereere e 





204 F, Leuthardt : 
wenige Zellen umfassen, muB aber die Existenz einer wenig durcl) 
lassigen Grenzschicht beriicksichtigt werden. Rashevsky! hat fiir dev 
Fall der Sauerstoffversorgung kugeliger Zellen (Seeigeleier) die Rechnuny 
durchgefihrt. 

Wright (l.c.) hat die Diffusionskonstante des Kohlendioxyds 
auBer im Kalt- und Warmbliitermuskel in einigen anderen tierischen 
Geweben bestimmt (Froschhaut, Harnblase, Bindegewebe aus dem 
Diaphragma). Die Konstante hat in allen untersuchten Geweben 
ungefahr denselben Wert (2,4 bis 4,2-10-* qem/Stunde). Aus dem 
Verhalten des CO, laBt sich aber nicht schlieBen, daB auch die Diffusion 
von Elektrolyten in verschiedenen Geweben mit annahernd gleicher 
Geschwindigkeit erfolgt, denn die Diffusionskonstanten der Ionen sind 
in sehr viel héherem MaBe von den strukturellen Eigentiimlichkeiten 
der Membranen abhangig als diejenigen elektrisch neutraler Molekiile. 

Es ist daher auch nicht méglich, aus den vorliegenden direkten 
Messungen von Diffusionskoeffizienten die Gr6éBenordnung der Kon- 
stanten fiir das N H,-lon oder das Glutamin im Leberparenchym abzu- 
schatzen. Das Glutamin liegt bei der Reaktion der Versuchsansitze 
(pu 7,4) als Zwitterion: CO(NH,)-CH,-CH,-CH (NH ;)-COO, dh. 
in salzartiger Form vor, so daB es sich mit dem Ammoniumbicarbonat 
durchaus vergleichen laBt. Da sein Molekiil fast zehnmal gréBer ist als 
das Ammoniumion ist seine Diffusionskonstante wahrscheinlich kleiner, 
jedenfalls aber nicht gr6éBer als diejenige des Ammoniumsalzes. 

Die Diffusionsgeschwindigkeit des Ammoniumions wird méglicher- 
weise durch Bicarbonat oder Kohlensaure erhéht. Nach Untersuchungen 
von Orskov wird namlich die Permeabilitat der Erythrocyten fiir Ammo- 
niumsalze durch Bicarbonat stark gesteigert?. Der Mechanismus des 
Vorganges ist unbekannt (Diffusion als undissoziiertes NH,HCO, ?). 
Wenn man eine ahnliche Erhéhung der Permeabilitat fiir die Leber- 
zellen annimmt, liBt sich die von Krebs und Henseleit beschriebene Tat- 
sache zwanglos erkliren, da®B die Harnstoffbildung in Leberschnitten 
unabhingig von der Reaktion durch Bicarbonat spezifisch gesteigert 
wird®; denn wie die Abhangigkeit der Umsatzgr6Be von der Schnitt- 
dicke beweist, wird die Geschwindigkeit der Reaktion durch Diffusions- 
vorgange begrenzt, und deshalb muB sich eine Steigerung der Per- 
meabilitiét in einer Erhéhung der Harnstoffbildung offenbaren. Die 
bekannte physiologische Tatsache, da die Leber das praformierte 
Ammoniak des Pfortaderblutes zu mehr als 90 ° zuriickzuhalten vermag, 
trotzdem seine Konzentration in der Pfortader im Durchschnitt nur 
etwa 0,5 mg%, betragt, weist auf eine gute Diffusionsfahigkeit im Leber- 
parenchym hin. 


' Protoplasma 20, 125, 1934. — ? Pfliigers Arch. 231, 680, 1933; 
diese Zeitschr. 269, 349, 1934. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 33, 1932. 
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Wir sind mangels direkter Messungen der Diffusionskonstanten auf 


uidersartige Beobachtungen angewiesen. 


Es zeigt sich, daB man aus 


der Abhangigkeit der scheinbaren UmsatzgréBe von der Schnittdicke 
Anhaltspunkte tiber den Wert der gesuchten Konstanten gewinnen kann. 
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Abb. 12. Abhingigkeit der Harnstoff- 


bildung aus N H, Cl von der Schnittdicke. 


Umsatz at 


trockenes Gewebe. 


isgedriickt in 7 NH, pro mg 
Die zur gleichen Ver- 


suchsreihe gehérigen Werte sind gleichartig 


bezeichnet. 
betragen: 
~) 6.5 mg? 


ein stets 


Die NH,-Konzentrationen 
-) 61 mg%, ¢ 


C)- 2,2 mg%, 
o @4me%, -O 3,5 mg%, 
‘ 1 mg. 


anwendbares Kriterium. 


Wenn es sich einfach um die 
handelt, Stoff- 
wechselmessungen durch die Diffu- 


Feststellung ob 
sion beeinfluBt werden oder nicht, 
hat man in der Abhangigkeit der 
Umsatzgr6Be von der Schnittdicke 
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Abb. 13. Abhingigkeit der Harnstoff- 


bildung aus Glutamin von der 
Schnittdicke. 


Die Abb. 4 u. 5 zeigen, daB der Umsatz 


dann und nur dann von der Schnittdicke unabhangig ist, wenn y = 1 
ist. Bei VergréBerung der Schnittdicke entfernt sich in allen Fallen der 


scheinbare Umsatz um so weniger vom wahren Wert 


je kleiner das 


Verhaltnis 4 /D bzw. U, Dist d.h. je geringer die Umsatzgeschwindig- 
keit und gréBer die Diffusionsgeschwindigkeit des Substrats ist. Dem- 
nach ist es bei Voraussetzung einer bestimmten Form der Konzentrations- 


abhangigkeit auch mdglich, den Zahlenwert des Verhaltnisses A/D 
oder (’,/D aus der experimentell ermittelten Abhangigkeit des Umsatzes 
von der Schnittdicke abzuschatzen. Die Anwendung dieses Verfahrens 


begegnet gewissen technischen Schwierigkeiten, weil die Herstellung 


annahernd planparalleler Schnitte von abgestufter Dicke nur in grober 
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Annaherung méglich ist. Die Streuung der einzelnen Werte ist deshal) 
ziemlich groB. Eine Reihe von Messungen sind in den Abb. 12 und 1; 
zusammengestellt, die teilweise einer friiheren Arbeit entnommen sind! 
Die UmsatzgréBe nimmt in allen Versuchen mit wachsender Schnitt- 
dicke ab; es ist also sicher, dafS der Gesamtumsatz durch Diffusions- 
vorgange begrenzt wird. Die Abnahme ist fiir alle N H,-Konzentrationen 
prozentual ungefahr gleich, was auf lineare Abhangigkeit, Proportionali- 
tit zwischen Umsatz und NH,-Konzentration hindeutet, wie sie im 
Bereich der kleinen Konzentrationen 
aus der weiter unten mitgeteilten Kurve 
unmittelbar hervorgeht (Abb. 14). Unter 
dieser Annahme entspricht der mittlere 
os eee Abfall der Umsatzgr6Be mit der Schnitt- 
dicke in Abb. 4 einer der Kurven mit 
dem Parameter } 4 /D = 33 oder ) A/D 
+ = = 57. Wahlt man den letzteren Wert, 
so wird fiir eine Schnittdicke von 
0,035 em y = 0,75. Aus Abb. 14 findet 


ne man fiir A, einen Wert von etwa 50 u 

| jee Glutamn | Mol /ccm + Stunde. Daher wird A = A,)} 

IT = 67 und D = 67:57? = 2- 10-2 cem 
1 arses acs | Stunde. Die nach dieser Methode ge- 


wonnenen Werte k6nnen natiirlich nur 
ad ea 
mg% als rohe Schaitzung angesehen werden. 
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Abb. 14. Abhiingigkeit der Harnstoff- (Hatte man |) 4/D = 100 gewiahlt, so 

bildung aus Ammoniak und Glutamin wiirde sich fiir JD der Wert 1- 10-2 er- 

von der Substratkonzentration. Ab- f ? 

szisse: Konzentration in mg% NHs. geben.) Diese Werte sind hodher als 

Ordinate: UmsatzgréBe, ausgedriickt oe a ee : ieee eae 

in y NH» pro mg trockenes Gewebe Giejenigen fiir Milchsaure im Muskel und 
und Stunde. deuten auf eine gréRere Durchlassigkeit 

des Leberparenchyms hin. 

Kine Abschatzung des Diffusionskoeffizienten auf demselben Wege 
ist auch fiir das Glutamin méglich, jedoch weicht hier die Umsatz- 
geschwindigkeit im Bereich der Konzentrationen, wie sie in den Ver- 
suchen verwendet wurden, starker von der Proportionalitét ab als 
beim Ammoniak. Aus Abb. 14 findet man fiir 4A, den Wert von etwa 


17/Stunde. Wahlt man ) A/D = 50 (vgl. Abb. 4), so wird D = 1- 10>: 
fiir ) A/D = 100 wird D = 3,4- 10°. 

Es sei hier noch eine Eigentiimlichkeit der Zeit-Umsatzkurve des 
Glutamins erwahnt, die méglicherweise mit seiner Diffusion zusammen- 
hangt. Die Umsatzgeschwindigkeit des Glutamins erreicht den maxi- 


' Leuthardt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 252, 237, 1938. 
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malen Wert erst im Verlauf der zweiten oder dritten Stunde des Ver- 
suchs, wahrend sonst die Reaktionsgeschwindigkeit vom Anfangswert 
an bestandig abnimmt. Am wahrscheinlichsten ist die Annahme, daB 
die Durchlassigkeit des Gewebes im Laufe der Zeit zunimmt. 

Die Bestimmung der Umsatzgré8e bei verschiedener Konzentration 
ergibt fiir die beiden Stoffe die Kurven, die in Abb. 14 dargestellt sind. 
Sie verlaufen in der Nahe des Nullpunktes linear (bis etwa 8 mg® NH, 
bzw. Amid-NH.,), entsprechen innerhalb dieses Konzentrationsbereichs 
also dem Fall 1. Ware der Umsatz tatsachlich konstant, die dargestellte 
Konzentrationsabhangigkeit also scheinbar und dadurch bedingt, dafB 
das Substrat die inneren Zellschichten gar nicht erreicht, so miiSten 
die Kurven mit senkrechter Tangente in den Nullpunkt einlaufen 
(vgl. S. 290). Das ist offenbar hier nicht der Fall. 

Die Ammoniumsalze sind starke Zellgifte. Man kann deshalb 
nicht entscheiden, ob die Abweichung von der Proportionalitat, die mit 
wachsender Konzentration sichtbar wird, auf der allmahlichen Sattigung 
des Fermentsystems mit dem Substrat beruht oder auf einer Schadigung 
der Zellen. Baim Glutamin sind toxische Wirkungen nicht bekannt. 

Nachdem wir fiir die Diffusionskonstanten des Ammoniumions 
und des Glutamins approximative Werte gewonnen haben, kénnen 
wir die Beantwortung der Frage versuchen, ob das Ammoniak die 
Zwischenstufe bei der Harnstoffbildung aus Glutamin ist. Dazu 
nehmen wir zunachst an, da das Glutamin im Schnitt in Ammoniak 
und Glutaminsaure gespalten wird und daB das Ammoniak weiter in 
Harnstoff iibergeht. Sowohl die Spaltung des Glutamins als auch die 
Umsetzung des Ammoniaks sollen mit einer der Glutamin- bzw. der 
Ammoniakkonzentration proportionalen Geschwindigkeit verlaufen. 
Der Schnitt werde in einer so groBen Menge glutaminhaltiger Lésung 
geschiittelt, da die NH,-Konzentration in der Au8enlésung wahrend 
des ganzen Versuchs gleich Null und die Glutaminkonzentration konstant 
gesetzt werden kann. Es soll die Menge des in die AuSenlésung diffun- 
dierenden Ammoniaks berechnet und mit der Gesamtmenge des ver- 
schwundenen Glutamins verglichen werden. Ergibt der Versuch wesent- 
lich weniger Ammoniak als die Rechnung, so ist es unwahrscheinlich, 
da8 der Hauptweg der Reaktion iiber das freie Ammoniak fiihrt. Man 
kann zeigen, daB durch die obige vereinfachende Annahme iiber die 
Konzentrationsabhangigkeit der Umsatzgeschwindigkeiten kein Fehler 
in die Rechnung eingefiihrt wird, der das Resultat wesentlich beein- 
flussen kénnte. 

Die Rechnung fiihrt zur Formel (11) fiir die Konzentration des 
Ammoniaks im Schnitt, aus der man durch Integration iiber die Schnitt- 
dicke leicht die mittlere Konzentration y,, und daraus die Menge des 
entstehenden Harnstoffs findet. Die Verteilung des Glutamins und des 
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Ammoniaks im Schnitt geht aus Abb. 15 hervor. Die Werte der zu- 
grunde gelegten Konstanten sind in der Erklarung vermerkt. Der 
schraffierte Teil der nebenstehenden Saule stellt den Anteil des ver- 
schwundenen Amidstickstoffs dar, der in Harnstoff tibergegangen ist. 
Der Rest ist als Ammoniak in die umgebende Lésung diffundiert; er 
macht etwa zwei Drittel des umgesetzten Stickstoffs aus. Innerhalb 
der Grenzen, die mit den Versuchsergebnissen vertraglich sind, ist 
dieses Verhaltnis von der Wahl der Diffusionskonstanten und der 
Umsatzkonstanten wenig abhangig. 


“$orZ0 






-9m,-452 70,5% NH; 


295% 
ee Prin 0,50 N Harnstof 
oo 


Abb. 15. Konzentrationsverteilung von Gltitamin (obere Kurve) und Ammoniak (untere 
Kurve) im Schnitt bei der Harnstoffbildung aus Glutamin. Es wird vorausgesetzt, dal 
zuniichst aus dem Glutamin Ammoniak abgespalten wird und daf®B dieses in Harnstoff 
iibergeht. Schnittdicke 0,035cm. AuGenkonzentration des Glutamins: 7 « Mol/cem. 
Die AuGBenkonzentration des Ammoniaks (das aus dem Schnitt in die umgebende Liésung 
diffundiert) wird dadurch auf Null gehalten, daB man den Schnitt in einer sehr groBen 
Fliissigkeitsmenge suspendiert. Die danebenstehende Siiule veranschaulicht den Anteil 
des als Harnstoff und als Ammoniak auftretenden Siureamidstickstoffs. Es sind folgende 
Werte der Konstanten zugrunde gelegt: Glutamin: A 30, D 0,5.10-*. Ammoniak: 
A 80, D 5.10 oon 











In Wirklichkeit aber tritt nur ein sehr kleiner Teil des umgesetzten 
Glutamins als Ammoniak auf. Wie die folgende Tabelle zeigt, wird der 
Amidstickstoff zu 80 bis 95°, in Harnstoff iibergefiihrt. Dabei muBb 
noch beriicksichtigt werden, daB ein Teil des in der AuBenlésung auf- 
tretenden Ammoniaks nicht dem Schnitt entstammt, sondern durch 
die Wirkung geléster Glutaminase (aus den zerstérten Zellen) ent- 
standen ist. Der in der Tabelle mitgeteilte Versuch mit Alanin zeigt, 
daB auch bei der Desaminierung von «-Aminosduren in der Leber die 
entstehende Ammoniakmenge viel kleiner ist als nach der Rechnung 
bei einer intermediairen Bildung von Ammonsalzen zu erwarten ware. 


Sofern die zugrunde gelegten Werte der Diffusionskonstanten sich 
nicht sehr stark von der Wirklichkeit entfernen, was wir nicht fiir wahr- 
scheinlich halten, spricht dieses Resultat gegen die Annahme, daB bei 
der Harnstoffbildung aus Glutamin der Amidstickstoff primar in 
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Ammoniak 
in °/,) der ge- 





. : Versuchs- Schnitt- Harnstoff oniak a : ai 
Substrat dauer gewicht (als N H;) os sstaan Saban 
mg , , menge 
5,9 71 16,5 18,9 
9,4 121 12,6 9,4 
2 Std. 20 Min. ! im 87 19,5 18,4 
7 6,7 111 6,0 5,1 
Glutamin ...... 8° 134 : r 53 
ae ee 8,8 176 12 6,4 
2 © 5, 4,9 81 10,2 81,2 
2 80) 5 140 641 50 7,2 
-+-) ]-Alanin are: | ieee 6,8 34 2,5 6,8 


Ammoniak iibergefiihrt wird (und daher bei der Reaktion der Gewebe 
als NHj-Ion auftreten muB). Die Siureamidgruppe reagiert entweder 
direkt mit dem harnstoffbildenden Fermentsystem, oder das abge- 
spaltene Ammoniak reagiert weiter, bevor es Zeit gefunden hat, sich zum 
Ammoniumsalz zu stabilisieren. Im Hinblick auf die Tatsache, daB 
Bicarbonat die Harnstoffbildung in spezifischer Weise steigert, miiBte 
man annehmen, da’ die Umsatzgeschwindigkeit des Ammoniaks im 
Innern des Schnittes, wo die CO,-Tension und damit auch die HCO ;- 
Konzentration wesentlich héher sein kann als in der AuBenlésung, 
erdBer ist als avs der Rechnung hervorgeht. Wir haben aber schon 
darauf hingewiesen (S. 294), daB es sich bei der Wirkung des Bicarbonats 
méglicherweise um einen Diffusionseffekt handelt. Es sind Versuche 
zur Entscheidung dieser Frage im Gange. Andererseits hat eine Er- 
héhung der Kohlensiurespannung im Gewebe eine py-Verschiebung 
nach der sauren Seite zur Folge. Die Geschwindigkeit der Harnstoff- 
bildung nimmt bei Erhéhung der H*-Konzentration in der AuBen- 
lésung ab: aber auch in diesem Falle kénnte der Effekt ganz oder teil- 
weise durch Diffusionserscheinungen bedingt sein'. Wir wissen also 
zunachst nicht, ob es sich hier um Scheinprobleme handelt. Bei der 
rechnerischen Behandlung miiBbte man verschiedene Annahmen ein- 
fiihren, die experimentell nur schwer nachzupriifen sind. Da wir die 
Frage der Harnstoffbildung im Gewebsschnitt hier nur als Beispiel 
zur Illustrierung der allgemeinen Ausfiihrungen herangezogen haben: 
sollen diese speziellen Fragen nicht weiter diskutiert werden; es ist 
wenig wahrscheinlich, dai ihre Beriicksichtigung die gewonnenen Re- 
sultate wesentlich verandern wiirde. 

Die Rechnung liefert somit eine weitere Stiitze fiir die Ansicht, die in 
der friiheren Arbeit geauBert wurde, daB die Harnstoffbildung aus Ghitamin 
eine ,,Umamidierung’’ ist, d.h. ohne intermediire Ammoniakbildung 
verlauft. Wir griindeten diese Auffassung hauptsachlich auf das ganzlich 


1 Vgl. Krebs u. Henseleit, Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 33, 1932. 
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verschiedene Verhalten der Harnstoffbildung aus Glutamin und NH, be 
Anderung des Milieus (Atmungssubstrat, Ornithinzusatz usw.). Die in de: 
vorliegenden Arbeit angewandte Methode fishrt auf direkterem Wege zun 
gleichen Resultat, indem sie zeigt, daB ein groBer Teil des Ammoniaks in dix 
umgebende Lésung entweichen miubte, wenn es als obligatorisches Zwischen 
produkt auftreten wiirde. Braunstein und Krifzmann' haben gezeigt, dal 
im Muskelbrei die oxydative Desaminierung der Glutaminsiure mit eine: 
,, Umaminierung*: gekoppelt ist: Das NH, wird nicht frei, sondern geht 
unmittelbar auf eine «-Ketoséure (Brenztraubensaiure) iber, die unter 
gleichzeitiger Reduktion in die entsprechende «-Aminosaéure iibergefihrt 
wild. Das ist eine analoge Wanderung der N H,-Gruppe, wie wir sie bei der 
Harnstoffbildung aus dem Saureamid angenommen haben. Wir haben 
friiher mitgeteilt®, daB auch bei der Desaminierung der «-Aminosauren in 
der Leber die Menge des auftretenden Ammoniaks viel zu gering ist, um die 
tatsichliche Geschwindigkeit der Harnstoffbildung aus den Aminosauren 
zu erklaren; man wird daher in Anlehnung an die Befunde von Braunstein 
und Kritzmann auch hier eine LUmaminieiung annehmen miussen, wobei 
aber die Natur der NH,-Akzeptoren und der Verlauf der Reaktion ganz 
unbekannt ist. Die ,,N H,-Verschiebung* scheint ein allgemein verbreiteter 
Vorgang zu sein. 
= iv. 

Schluf folgerungen. Die Brauchbarkeit der Gewebsschnittmethode 
zur Untersuchung aller méglichen Probleme des Intermediarstoffwechsels 
ist durch zahlreiche Arbeiten der letzten Jahre zur Geniige bewiesen 
worden. Es sind ihr aber, wenn es sich um die quantitative Erfassung 
der Stoffwechselvorginge handelt, durch die Langsamkeit der Diffusion 
gewisse Grenzen gesetzt. 


Besonders deutlich wird der EinfluB der Diffusion dann, wenn es 
mdéglich ist, denselben Vorgang im Gewebsschnitt und im Extrakt zu 
verfolgen. So bilden z. B. nach EF. Boyland und M. E. Boyland? 
Tumorschnitte aus Glucose dieselbe Menge Milchsiure wie ein durch 
Cezymase, Adenylsiure und Hexosephosphat erginzter Tumorextrakt. 
Fructose wird von den Schnitten schon bedeutend langsamer umgesetzt 
als vom Extrakt, wihrend Hexosemonophosphat und -diphosphat, die 
wegen der Beschwerung mit den ionisierten Phosphorséiuregruppen nur 
sehr langsam in die Zellen einzudringen vermégen, beim Schiitteln mit 
Tumorschnitten nur Spuren von Milchsaure liefern, trotzdem alle diese 
Substrate vom Extrakt mit der gleichen Geschwindigkeit gespalten 
werden wie die Glucose. Meistens fehlt aber die Méglichkeit, den frag- 
lichen Stoffwechselvorgang gleichzeitig im Gewebsextrakt und im 
Schnitt zu untersuchen. 

Wir haben am Beispiel der Harnstoffsynthese in der Leber gezeigt, 
da®B auch bei relativ gut diffundierenden Stoffen (GréBenordnung der 


! Enzymologia 2, 129, 1937/38. — ? Leuthardt, |. c., Tabelle VI, 8. 252. 
3 Biochem. J. 32, 324, 1938. 
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Diffusionskonstanten 10-2 bis 10-%qem/Stunden) die  Diffusions- 
veschwindigkeit zum _ ,,Auffiillen’’ des Schnittes mit dem Substrat 
ungeniigend sein kann. Wenn die Reaktionsgeschwindigkeit mit der 
Substratkonzentration abnimmt und mit ihr verschwindet, entspricht 
bei jeder Wah] der AuBenkonzentration und der Schnittdicke die ge- 
messene UmsatzgréBe nicht der vorhandenen AuBenkonzentration, 
sondern fallt zu klein aus. Es bedarf in jedem Falle einer besonderen 
Untersuchung, um die GréBe des Fehlers abzuschatzen. 

Sofern es nicht gelingt, durch geeignete Wahl der experimentellen 
Bedingungen (Verkleinerung der Schnittdicke, Erhéhung der AuBen- 
konzentration des Substrats) den Fehler auf ein ertragliches MaB zu 
verringern, sind wir auf die rechnerische Ermittlung der wahren Umsatz- 
gréBe angewiesen. Wir haben dafiir im vorangehenden Abschnitt ein 
Beispiel gegeben. Da die exakten Werte der Diffusionskonstanten 
meistens nicht bekannt sind, ist das Resultat stets mit einer gewissen 
Unsicherheit behaftet, die besonders dann ins Gewicht fallt, wenn die 
Umsatzgeschwindigkeit verschiedener Substrate miteinander verglichen 
werden soll. Der Anwendung der Gewebsschnittmethode sind dadurch 
gewisse Grenzen gesetzt. Die endgiiltige Aufklarung vieler Stoffwechsel- 
vorginge wird davon abhaingen, ob uns die Emanzipation von der 
Schnittmethode gelingt, d. h. ob das fragliche Fermentsystem von der 
Zellstruktur abgetrennt werden kann. 

V. 

Rechnungen und Formeln. Wir denken uns den Schnitt als unendlich 
ausgedehnte, planparallele Platte und so orientiert, daB die eine Flache 
mit der x, z-Ebene zusammenfiallt, waihrend die 
andere im Abstand A ( Schnittdicke) in yt | 
Richtung der positiven 2-Achse liegt (vgl. 
Abb. 16). Es handelt sich um das eindimen- ! 
sionale Diffusionsproblem. Der Stoff, der aus 
der AuBenlésung in den Schnitt hineindiffun- 
diert, wird durch einen Stoffwechselvorgang | 

H 
| 
| 
j 


verbraucht. Seine konstante AuBenkonzen- 


tration sei mit y, bezeichnet, seine Konzen- 


tration in irgendeinem Punkt der in «x zur i Aas ASSanN 
Oberflache parallelen Ebene (0 << x< A) sei y. Ba: 8 | * 
Die Umsatzgeschwindigkeit sei eine (positive) A | 
Funktion Ul’ (y) von y allein. Die Differential- 
gleichung der Diffusion lautet dann: rs 

dy d? y 

7c 
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Das Volumen der AuBenlésung sei so groB, das die Konzentration 
des Substrats y, waihrend der ganzen Versuchsdauer konstant bleibt. 
Durch Bewegen der Fliissigkeit werde dafiir gesorgt, daB die Konzen- 
tration y, an der Oberflache des Schnitts stets erhalten bleibt; bei 
Versuchsbeginn soll der Schnitt kein Substrat enthalten. Die Anfangs- 
und Randbedingungen lauten also (A Schnittdicke): 


Bei ¢ 0: 
g= 9, tr z«<=0 wil x= 4, 
y=® tie 0.4 2 <. f. 
Bei jedem Wert von t 0: y = y, fiir x = 0 und x = A. Das 
Problem laBt sich lésen, wenn man U (y) A.y(A konst.) setzt. 


Die obige Differentialgleichung geht dann iiber in 


dy , 7 d* y 

A-y+D—,, (4a 
dt i Riet , 
deren Lésung unter Beriicksichtigung der obigen Randbedingungen 
folgendermaBen lautet: 


Si rt S , x (2m + 1)? 22) 
y Cin(] —e)r+ Sines a —(14 se )at 
= — > 
Yo cinr yr = 
>n ] nee (5) 
— 5 sn(2n+1) m-e. 5 
(2n + 1)? 2? 
1 + 2 
Dabei ist r? A? D und ¢ a und in bekannter Weise 
me: 1 l 
Soin 8 (¢ u é of Cos U . (¢ . . e u) 
gesetzt. 


Die Konzentrationsverteilung im stationéren Zustand ergibt sich, 


wenn man in Gl. (5) ¢ e setzt. Einfacher gelangt man _natiirlich 
— dy ‘ ; 
dazu, wenn man von vornherein in Gl. (4) it 0 setzt. Es ergibt 
( 


sich in diesem Fall eine fiir das praktische Rechnen einfachere Form 
der Lésung, wenn man die y, z-Ebene in die Mitte des Schnitts gelegt 
denkt. Die Randbedingung lautet dann: y = yp fiir x + a (a = A/2) 
und man findet 

Cos x ) A/D 


0 — (6) 
Cos a | A/D 


eas) | 











hR = 
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Daraus folgt fiir die mittlere Substratkonzentration y,, im Schnitt der 
\usdruck 


ri 


1 [ Yo Sin « | A/D 
Yn ~lydaz : . pata (7) 
ay? a| A/D Gos « Y A/D 


0 


und fiir das Verhaltnis der scheinbaren zur wahren UmsatzgréBe (vgl. 


S. 283): 
U. ] Sina ) A/D 
/ a} A/D=Cos « Y A/D 
Bei konstanter Umsatzgré8e nimmt die Differentialgleichung fiir 
den stationiren Zustand die in den Arbeiten von Warburg und A. JV. 
Hill benutzte, einfache Form an 


d* y ; 
U,, = konst. 
di a* 
Man erhalt fiir die Randbedingung: y = yp, fiir x | x die Lésung 
1 ao ol 
y Yo : (A/D) (a? 2"). (9) 
Die Grenzschnittdicke ergibt sich daraus, wenn man x = 0 und y = 0 


setzt. Ist der Schnitt dicker als unter den gegebenen Bedingungen der 

Grenzschnittdicke A’ = 2’ entspricht («’ ,,critical depth** bei Hill), 

so sind die Zellschichten, die tiefer als x’ unter der Oberfliche des Ge- 

webes liegen, nicht am Stoffwechsel beteiligt. Das Verhaltnis der am 

Stoffwechsel beteiligten Gewebsmasse zur gesamten ist daher «’ x und 
a A’ 

deshalb ist auch » = = [vgl. Gl. (3), S. 286]. 

‘ o A 

Es sollen nun, wie dies auf S. 283 auseinandergesetzt wurde, die 

beiden Lésungen kombiniert werden. Die UmsatzgréBe sei bis y = ¢y 


der Substratkonzentration proportional: (’ = A-y (O< y~< ¢p), fiir 
gréBere Werte von y aber konstant, und zwar U’ Ac, = konst. Fir 


Werte der AuBenkonzentration 4, <c, gilt natiirlich die Lésung (6). 


Ebenso gilt die Liésung (9) fiir solche Werte der AuBenkonzentration, 
fiir die in der Mitte des Schnitts y cy ist. Fiir dazwischenliegende 
Werte von y, gibt es eine mittlere Zone des Schnitts von der Breite 2 B 
(Abb. 6) in der die UmsatzgréBe der Substratkonzentration proportional 
ist und eine Randzone von der Breite « —- 8, in welcher die Umsatz- 
gréBe konstant ist. Fiir die mittlere Zone gilt die Randbedingung: 
y = ¢, fiir « = +f: fiir die Randzone dagegen: y = yo fiir x m 
und ¥ = ¢, fiir x 8. f ist zimichst unbekannt, wird aber durch 
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ae y = : : - 
i nirgends eine Unstetigkeit aufweisen 
i b 

darf. Bei y = c, muB also die Ableitung der beiden Ausdriicke fiir 
nach x denselben Wert ergeben. Man erhilt allerdings fiir £ eine trans 
zendente Gleichung, kann aber den Zahlenwert leicht graphisch er 
mitteln. Die beiden Lésungen lauten: 


d 
die Bedingung bestimmt, daB — 
C 


Fii = Rand 1 4 ° Yo—% 1 A 
y = ¢, (Randzone): a + — €e 3 + 
iir y = c, (Randzone): y 5 p %* | “ear wie (x B) ? 
aco—By 1A 
t T Coo B. 
a—fp 2D 
ee Gos 2 A/D 
Fiir y Sc, (mittlere Zone): y = ¢y — 
Cos B y A/D 
wobei # durch die Gleichung 
Y—% 1 * en A SinBp | A/D 
> fo" 7 (% B) = 7 j = 
a B 4 D D Gos By A/D 


festgelegt ist. Setzt man in dieser Gleichung f = 0, so ergibt sich der 
Wert von yp, fiir den in der Mitte des Schnitts y = c, wird. Fiir alle 
Werte von yp, die gréBer sind aJs diese ,,Grenzkonzentration y,, 
ist » = 1. Man findet 

1 A 


Yo = Cg + 3 Co D a”: (10) 


Das ,,Anhiufungsproblem‘*. Das Problem, das auf 8.297 formuliert 
worden ist, tritt uns bei vielen Stoffwechseluntersuchungen entgegen. 
Wenn bei einem Prozef ein Zwischenprodukt entsteht, das weiter 
verbraucht wird, so wird stets ein Teil desselben durch Diffusion in die 
umgebende Lésung entweichen. Der Anteil, welcher auf diese Weise 
der Weiterverarbeitung entgeht, hangt vom Verhaltnis der Ent- 
stehungsgeschwindigkeit zur Schnelligkeit des Verbrauchs und der 
Diffusion ab. 

Es sei gy die konstante AuBenkonzentration, A, die Umsatz- 
konstante, D), die Diffusionskonstante des Glutamins, A, die Umsatz- 
konstante, D, die Diffusionskonstante des Ammoniaks, y seine Konzen- 
tration im Schnitt. Nach Voraussetzung ist seine Konzentration in der 
AuBenlésung wihrend der ganzen Versuchsdauer Null. Wir betrachten 
wiederum nur den stationairen Zustand. Es ist daher die Differential- 
gleichung 

d2y Cos x Y A,/D, 


D A + Aog née 0 
ae * Cos a | Ay/D, 


‘da 
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unter Beriicksichtigung der Randbedingung y = 0 fiir x Lg zu 
en oz . 
ldsen. Man findet 
d Jo { Cos r\ A,/D, Cos « ) A,/D, ll 
ns y , ; (11) 
or D, A, Cos « J A,/D, Cosa) A, D, | 
D, A, 
Daraus ergibt sich fiir die mittlere Konzentration y,, des Ammoniaks 
‘ im Schnitt: 
Jo | l Sina) A,/D, 
Ym nf 
DA, ca A,/D, ©os a) A,/D, 
D, A, 
l Sin a V A/D, | a 
~ es , (12) 
a) A,/D, Cos «V A,/D, J 
Die mittlere Konzentration des Glutamins g,, folgt aus Gl. (6). Fiir die 
Menge des Zwischenprodukts, Ammoniak, das pro Stunde und ccm 
Gewebe in die AuBenlésung iibergeht, betrigt daher 
Tr M . A 29m A 1 Ym ’ 
e 
> r—e (fir kurveA) 
, fe. &@s@a et 2 FP? tf Bm 
fe 22 36 Bb 
7 
) 7 
a9 4 
t pe os et eh a 
A 
r 4? 
> 06 os ; 
eS eee 
04 
A 
3 
32 
8 
O17 t 
C858  £ De ie eee 
r—e(fir Kurve 8) 
Abb. 17. Kurventafel zur Bestimmung von y. Abszisse: r « ) A/D. Ordinate: ;. Die 
obere Skala gilt fiir die Kurve A (Bereich r = 0 bis r 3,0). Die untere Skala gilt fiir die 
Kurve B (Bereich r 0 bis r 20). Fiir Werte von r, die gréBer als 3 sind, gilt mit einer 
Genauigkeit von weniger als 1°, ; - Die Schnittdicke ist in cm auszudriicken. 
‘ A/D 
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Zahlenwerte. Die Dimension der Diffusionskonstanten ist L? - t- 
die Dimension der Umsatzkonstanten A ist t-!. Wir haben als Langen 
einheit stets das cm, als Zeiteinheit die Stunde benutzt. Die Konzen 
tration der Stoffe wurde in wMol /cem angegeben (1 .Mol = 10-® Mol 

Fiir die Diffusionskonstante des Sauerstoffs, die verschiedenen 
Zahlenbeispielen zugrunde liegt, wurde der Wert von Krogh benutzt! 
aber zum besseren Vergleich mit anderen Stoffen auf geldsten Sauerstoff 
umgerechnet (Bunsenscher Absorptionskoeffizient bei 38°: 0,024). Bei 
Benutzung der Stunde als Zeiteinheit ergibt sich der Wert 3,5 - 10-2 

Zur Bestimmung der Zahlenwerte von y dient die vorstehende 
Kurventafel (Abb. 17), in der die Werte von y als Funktion von 
r—aVA/D aufgetragen sind (« = halbe Schnittdicke, A Um. 
satzkonstante, D Diffusionskonstante). 

Beispiel. Es sei A = 80, D = 1- 10-7, « = 0,02 (d.h. Schnitt- 
dicke 0,04 cm). Dann ist r = 0,02 Y80/10-2 1.8. Aus der Abb. 17 
entnimmt man den Wert y = 0,53. 


1 J. of Physiol. 52, 391, 1919. 
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Uber die gleichzeitige Resorption 
yon Proteiden und Zuckern aus einer Vellaschen Darmschlinge. 
Von 
Giustay Rothschild und Brizio Cera, 
(Aus dem Physiologischen Institut der Kéniglichen Universitat in Genua.) 


(Eingegangen am 3. Oktober 1938.) 


Die zahlreichen Forschungsarbeiten tiber die Resorption der Nahr- 
stoffe beschaftigen sich fast ausschlieBlich mit der Art und Weise und 
mit dem Grad der Resorption der einzelnen Nahrungsbestandteile, 
namlich der Kohlenhydrate, der Fette, der EiweiBstoffe fiir sich allein. 
Dagegen haben sich nur ganz wenige Autoren gefragt, welche Wirkung 
und welche gegenseitigen Einfliisse die gleichzeitige Anwesenheit der 
einzelnen Bestandteile, wie sie doch unter physiologischen Bedingungen 
bei den Verdauungsvorgangen gegeben ist, auf den Resorptionsvorgang 
austibt. Es war vorauszusehen, da} die Einfiihrung eines neuen Faktors 
wie bei jedem biologischen ProzeB so auch hier zu einer Verschiebung 
der Ergebnisse fiihren muBte, die hier um so bedeutungsvoller wird, als 
man sich ja auf diese Weise den natiirlichen Bedingungen der normalen 
Nahrungsresorption weiter annahert. 

Die einzige umfassende und systematische Arbeit, die wir iiber das 
genannte Problem in der Literatur finden konnten, ist die von London und 
Sivré! aus dem Jahre 1909. Diese beiden Autoren untersuchten die Ver- 
dauungsprozesse in den einzelnen Darmabschnitten an Hunden, die Fisteln 
an verschiedenen Punkten des Magen-Darmkanals trugen. Sie untersuchten 
dabei, wenn auch nicht als Hauptzweck, die prozentuale Resorption nicht 
nur der einzelnen Nahrungsbestandteile, sondern auch ihrer verschiedenen 
Kombinationen. So fanden sie bei einem Hund, dem per os Fleisch und 
Starke eingegeben und dessen spontan innerhalb 4 bis 5 Stunden aus einer 
im distalen Drittel des Diinndarms liegenden Darmfistel ausflieBenden 
Chymus aufgefangen wurde, daf Fleisch fiir sich allein zu 77%, in der 
Kombination mit Starke aber zu 82°, resorbiert wurde; umgekehrt stieg 
die Resorption der Starke von 25°, auf 60°,, wenn man die beiden Stoffe 
gleichzeitig verabreichte. 

Einem anderen Hund, der drei Fisteln trug, namlich eine am Anfang, 
eine in der Mitte und eine am Ende des Diinndarms, wurde durch die erste 
Fistel Glucose und das aus der Pylorusfistel eines dritten Hundes gewonnene 
Produkt der Magenverdauung von Fleisch eingefiihrt und das aus der 
zweiten Fistel ausflieBende Material gepriift. Dabei ergab sich, daB die 


' E.S. London u. A. Sivré, Zeitschr. f. phys. Chem. 60, 194, 1909. 
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Resorption der EiweiBsubstanz von 51% auf 65% gestiegen war. Eine Beei: 
flussung der Zuckerresorption konnte nicht festgestellt werden, weil di 
eingefiihrten Zuckermengen sowohl bei alleiniger Einfiihrung wie in de: 
Kombination mit EiweiBsubstanz vollstandig resorbiert wurden. Fiir di: 
distale Halfte des Diinndarms wurden ganz ahnliche Verhaltnisse fest 
gestellt. 


So aufschluBreich diese Ergebnisse sind, verlangten sie doch 
weitere Bestatigung ; denn da ja der Hauptzweck dieser Untersuchungen 
ein anderer war, konnte auch die Versuchsanordnung nicht gerade dic 
zur Lésung unserer speziellen Frage geeignetste sein. So erlaubt es 
die Fistelmethode nicht, wirklich genau nachzupriifen, ob das ein 
gefiihrte Material auch vollstandig wieder zum Vorschein kommt: 
auch kann man bei dieser Technik nicht nachspiilen; und endlich liegt 
eine Fehlerquelle darin, daB man nicht entscheiden kann, wieviel von 
dem wiedergefundenen Stickstoff auf die verschiedenen Verdauungs. 
sifte zuriickzufiihren ist, die sich dem Chymus auf der langen Strecke, 
die er durchlaufen muB, beigemengt haben. 


Wir hielten es deshalb fiir angebracht, das Problem mit einer 
anderen Technik wieder aufzugreifen, mittels derer eine genauere 
Wertung der eigentlichen Darmresorption méglich ware. Zu diesem 
Zwecke benutzten wir einen Hund mit einer etwa 40 cm langen Vella- 
schen Darmschlinge aus dem mittleren Teil des Diinndarms. Als Eiweil- 
substanz benutzten wir eine 10°%,ige Peptonlésung, der Traubenzucker 
in derselben Konzentration beigemengt wurde. Um zu _ verhindern, 
daB eventuelle Schwankungen der Resorptionsgeschwindigkeit der 
Glucose unserer Beobachtung entgehen kénnten, wie das bei den Ver- 
suchen von London und Sivré der Fall war, muBte die Dauer der einzelnen 
Versuche auf 15 Minuten beschrinkt werden. Die Stickstoffbestimmun- 
gen wurden nach der Methode von Kjeldahl, die der Glucose nach 
Lehmann ausgefiihrt. 


In den folgenden Tabellen geben wir die Ergebnisse unserer Ver- 
suche wieder. 


Tabelle I. Resorption des Peptons fiir sich allein. 





Versuch Kingetiihrter N Wiedergefundener N N-Resorption in %/, des 
Nr. mg mg eingefiihrten N 
1 199.5 119,6 40,0 
2 181,4 107,8 40,6 
3 137,2 84,0 38,8 
4 195,3 112,0 427 
5 195,3 18 A 39,8 
6 195,3 119,0 39,1 
7 168,0 107,8 35,8 


Im Mittel: 39,5 
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Tabelle Il. Resorption der Glucose fiir sich allein. 





Versuch Eingefiihrte Glucose Wiedergefundene Glucose Glucoseresorption in ° 
Nr. mg mg der eingefiihrten Glucose 
8 1495 943,3 36,9 
9 1495 956 36,1 
10 1495 950,5 36,5 
11 1495 928 37,9 
12 1357 824 39,3 
Im Mittel: 37,3 


Tabelle Ill. Resorption des Gemisches Pepton/Glucose. 
I 





Stickstoff Glucose 
ne wieder , wieder 
. eder- 2, aT. 
such eingefiihrt gefunden resorbiert eingefiihrt ouienien resorbiert 
Nr. mg mg Olo mg mg %6 
13 215.3 148,3 29,7 1425 1023 28,2 
215.3 158.4 26,4 1425 1006 29,4 
15 168,0 120,5 28,3 1425 965,5 32,2 
16 168,0 126,0 25,0 1425 1012,5 29.0 
17 168,0 124,6 25,8 1495 1146 23,4 
Im Mittel: 27.0 Im Mittel: 28,4 


SchluBfolgerungen. 

Aus obigen Versuchsergebnissen geht hervor, dab die Resorptions- 
fahigkeit sowohl des Peptons als auch der Glucose in der Zeiteinheit, 
die wir bei unseren Versuchen in Betracht zogen, leicht herabgesetzt 
ist. Bei Pepton fanden wir einen Riickgang von 39,5%, auf 27,0%, bei 
Glucose von 37,3 %, auf 28.4%. 

Nach den von London und Sivré erhaltenen Zahlen kam uns dieses 
Ergebnis einigermaBen iiberraschend. Die mangelnde Ubereinstimmung 
zwischen unseren Ergebnissen und den Beobachtungen von London und 
Sivré findet jedoch eine Erklarung und Rechtfertigung, wenn man 
folgende Umstande beriicksichtigt: Bei den Versuchen der genannten 
Autoren wurde der stirkste Resorptionsunterschied fiir die Starke 
gefunden, die per os mit Fleisch kombiniert eingegeben wurde. Nun 
ist aber bekannt, daB die Starke fiir sich allein keine Magensaftsekretion 
und deshalb sekundir auch keine Pankreassekretion hervorbringt, 
wihrend bei der kombinierten Verabreichung von Starke und Fleisch 
letzteres die Magen- und Pankreassekretion aktiv in Gang bringt, 
wobei dann auch eine gréBere Menge glykolytischer Fermente ins Spiel 
tritt, was die Zunahme der Starkeresorption unter diesen Bedingungen 
hinreichend zu erklaren vermag. 

Bei unseren Versuchen hingegen handelte es sich um direkt resorbier- 
bare Stoffe. (DaB das Pepton vorwiegend als solches und sogar ziemlich 
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rasch resorbiert werden kann, wird durch viele Versuche unseres Labor: 
toriums sehr wahrscheinlich gemacht. In einer kiirzlich erschienene: 
zusammenfassenden Abhandlung von (’. Lombroso! iiber dieses Problen 
finden sich die dafiir sprechenden Argumente. Aus diesem Grund uni 
weil der Einfiihrungsweg so grundsitzlich verschieden war, konnte 
der genannte Sekretionsmechanismus bei uns nicht ausgelést werden 
wodurch die Verschiedenheit der Ergebnisse hinlinglich geklart sein (A 
diirfte. 
Zusammenfassung. 

Es wird nachgewiesen, daB bei kombinierter Resorption von 

Pepton und Glucose aus einer Vellaschen Darmschlinge die Resorption 


: " > . P ses) Sita det 
beider Stoffe in geringerem Mabe erfolgt als bei getrennter Einfiihrung 
; ; ; Me 
jeder der beiden Substanzen. 
ein 
sie 


! U. Lombroso, Boll. Soe. it. Biol. sper. 13, 7, 1938. 
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Uber den Kohlenhydrat- und Lipoidgehalt verschiedener 
Fraktionen von Serumalbumin der Pferde. 
Von 
A. Kleezkowski. 
Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der J. Pilsudski-Universitat 
in Warschau.) 


(Eingegangen am 26. September 1938.) 


Aus Serumalbumin kénnen Fraktionen, die sich durch verschie- 
denen Lipoid- und Zuckergehalt unterscheiden, erhalten werden. 
Macheboeuf (1) erhielt durch mehrmaliges Ausfallen mit py-Anderung 
eine Fraktion von besonders hohem Gehalt an Lipoiden (bis 40°); 
sie wurde Lipoproteidfraktion genannt. Hewitt (2) erhielt zwei Serum- 
albuminfraktionen, ein Glykoproteid, das reich an Kohlenhydraten war, 
und ein kristallinisches Serumalbumin, das fast frei von Kohlenhydraten 
war. In den erwahnten Arbeiten ist immer nur eine der mit dem Protein 
verankerten Komponenten analysiert worden. 

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fraktionen erhalten 
und auf ihren Gehalt von Lipoiden und Kohlenhydraten untersucht : 
|. Kristallines Serumalbumin nach Hewitt, 2. lipoidreiche Albumin- 
fraktionen, 3. Fraktionen, die reich an Kohlenhydraten waren, und 4. eine 
Fraktion, die kein Glyko- oder Lipoprotein war und nicht kristallisierte. 


Methodik. 
Die erste Fraktionierung wurde genau nach der Vorsechrift von 
Macheboeuf ausgefiihrt, entsprechend dem Schema A. 
Schema A. 


Serum 
gleiches Volumen gesittigter (NH,),SO,-Lésung, die mit NH, auf py 7 
gebracht wurde 


a 
Globuline 
Albumine 


mit H,SO, angesauert bis py 3,8 und (NH,), SO, zugesetzt (7 Vol.-% 
gesattigte Lésung) 


re i 
Fallung: Filtrat 
Lipoidreiche Albuminfraktion A t (NH,),SO, bis 2/, Sattigung 
"4 ‘ 
Fraktion B Filtrat 


(volistandige Sattigung) 
Fraktion € 
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Die lipoidreiche Fraktion A haben wir durch wiederholtes Auflésen 
mit NH, (bis pq 8) und Ausfallen mit n H,SO, (bei pu 3,7 bis 3,8 
gereinigt. Durch neunmaliges Wiederholen dieser Behandlung wurde dic 
Fraktion Ag von Macheboeuf erhalten. 

Die Fraktionen B und © wurden, um sie zu reinigen, in Wasser geldst 
und nochmals mit (NH,),SO, ausgefallt. 

Die zweite Fraktionierung von Albuminen wurde ahnlich dem Ver- 
fahren von Hewitt nach dem Schema B durchgefihrt. 


Schema B. 


Oxalatplasma mit gleichem Volumen H,O verdiinnt + gleiches Volumen 
gesattigter (N H,),SO,-Lésung 


/ 


Globuline 
Albumine 
+ 1,6ccem LHisessig auf 1 Liter Fliissigkeit (py 4,6 bis 4,8) 
Niederschlag Loésung 
(mit der Sharples-Zentrifuge .- -+- (NH,),SO, bis */, Sattigung 
abgetrennt) in H,O gelést V7, 
x N x N 
Niederschlag Lésung Niederschlag Filtrat 
grinlich, schwer des kristallinen Fraktion E vollstandig mit 
léslich Serumalbumins — (NH,). SO, 
Fraktion D Fraktion K gesattigt: 


Niederschlag 
Fraktion F 


Die kristalline Fraktion K wurde durch zweimalige Auskristallisierung 
durch Zusatz von gesattigter Ammonsulfatlésung und Auflésen in Wasser 
gereinigt. Die erhaltenen Fraktionen wurden in Wasser gelést, in Dialysier- 
schlauchen aus Cellophan 72 Stunden lang, dialysiert nnd bei 37° im 
Vakuum iiber H,SO, getrocknet. Die schwer léslichen Fraktionen A, und 
D wurden in Wasser suspendiert und durch Schiitteln ausgewaschen, dann 
zentrifugiert und getrocknet. Auf diese Weise wurden die Fraktionen Ag, B, 
C, D, E, F und K in Pulverform erhalten. 

Jede dieser Fraktionen wurde auf Phosphor-, Kohlenhydrat- und Lipoid- 
gehalt untersucht. Die qualitative Priifung auf Kohlenhydrate erfolgte 
mit der Reaktion von Molisch, die quantitative Bestimmung nach Bierry (3) 
(Hydrolyse mit H,S O, im Autoklaven bei 120° wihrend '/, bis 2 Stunden; 
Fallung der Proteine mit Phosphorwolframséure; Mikro- Bertrand). Der 
Zucker wurde als Glucose berechnet. Das Serumalbumin enthalt Mannose, 
Galaktose und Glucosamin. Alle diese Zucker sind gegen H,SO, bestandig 
und geben nach Bertrand-Methode fast dieselben Zahlen wie Glucose. Nach 
der Hydrolyse gaben die ausgefallten Proteine keine positive Molisch- 
Reaktion. Wiederholte Versuche zeigten, daB die Dauer der Hydrolyse (4) 
(‘/, bis 2 Stunden) keinen EinfluB auf das Ergebnis hat. 

Die Lipoide wurden auf folgende Weise bestimmt. Nach Kumagawa 
Suto wurde die Gesamtmenge der in Petrolather léslichen Stoffe bestimmt. 
(Die Proteine wurden mit NaOH hydrolysiert.) Der Petrolather wurde 
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abdestilliert und der Riickstand gewogen. Der Riickstand wurde dann 
in Chloroform gelést und das Cholesterin nach Liebermann-Burchardt be- 
stimmt. Der Gesamtphosphor wurde nach Bomskov kolorimetrisch im 
Stufenphotometer bestimmt. Aus der P-Menge konnte dann der Lecithin- 
gehalt berechnet werden (5). 


Ergebnisse. 
Aus den in der Tabelle 1 zusammengestellten Resultaten sieht man, 


da die einzelnen Fraktionen der S2rumalbumine verschiedene Mengen 


Tabelle I. 





' In Petroliither . , 
Albuminfraktion we rag Wsliche Stole jp ce : a 
0 

K (kristallinische Fraktion) < 0,1 0,35 14 0.09 
A, (Lipoprotein) ......... 0,9 26,2 725 8,5 
D prety: tielutte aa s 4 0,9 23,8 597 5,7 
ESOP PEGE a ree rg eee 2,6 ye 65 0,66 
EEERIICROG pera yaaa 3,8 0,53 19 0,002 
Perea entire nk bee seis 4,5 0,9 17 0,07 
ee ats eh seaveet 4 os 71 0,8 9 0,08 


von Kohlenhydraten und Lipoiden enthalten. Lm wesentlichen konnten 
vier verschiedene und charakteristische Arten von Fraktionen erhalten 
werden: 

1. Das kristallisierte Serumalbumin, das fast frei von Kohlen- 
hydraten und Lipoiden ist. Es enthalt weniger als 0,1°,, Kohlenhydrate 
und etwa 0,35° Lipoide und ist damit das reinste Protein, das aus 
dem S2rum ohne Entfernung der Lipoide erhalten wurde. 

2. Die zweite Art (A, und D) entspricht derjenigen von Macheboeu/. 
Sie ist, wie dieser Autor nachgewiesen hat, sehr reich an Lipoiden. 
Sowohl ihr Lecithin- als auch ihr Cholesteringehalt sind sehr grob. 
Fraktion von ahnlichem Lipoidgehalt wurde auch nach dem Ver- 
fahren von Hewitt bereitet (D). Diese Lipoproteine sind aber arm an 
Kohlenhydraten. 

Die Fraktionen A, und D enthalten etwa 0,9°,, Zucker: dies ist 
bedeutend mehr als die kristallinische Fraktion K (0,1°,). 

3. Die Fraktionen C, F und B enthalten viel Kohlenhydrate (3,5 
bis 7,1 %). S‘e sind sehr arm an Lipoiden. Ihr Lecithin- und Chole- 
steringehalt entspricht demjenigen der kristallinen Fraktion. Es scheint 
aber, daB diese Fraktionen etwas mehr in Petrolither lésliche Stoffe 
enthalten als die kristalline Fraktion. 

4. Die Fraktion von Serumalbumin E ist durch uns besonders 
untersucht worden. Sie enthalt mittlere Mengen von Lipoiden 
(2,1°,) und Kohlenhydraten (2,6°,,). Um _ festzustellen, ob diese 
Fraktion nicht eine Mischung von Lipo- und Glykoproteinen darstellt, 
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haben wir diese Fraktion nach dem Schema C weiter gereinigt. Dic 
drei Unterfraktionen unterscheiden sich voneinander (Tabelle II); dic 


Sehema (, 


In H,0O gelést 


an eae ae im 


Unloéslicher Teil Lésung 
Fraktion E, + H.SO, bis — 


Niederschlag Lésung 
Fraktion E, Fraktion E, 


Kohlenhydrate und Lipoide sind in dem schwer léslichen Teil E, 


angereichert, E, enthalt 4,8°,, Kohlenhydrate und 3,3°/, Lipoide, mit 
72 mg®,, P und 0,85°% Cholesterin. 


Tabelle II. 





In Petro'ither 
Fraktion Zucker in °/ lésliche Stoffe P in mg®/o Cholesterin 
in %% 


E, 4,8 3,3 0,85 
a 3,0 3 0,30 
Ey 0.9 9 ; 0,01 


Die Ergebnisse zeigen, daB im Blute vier verschiedene Arten von 
Albumin vorliegen. Von diesen ist die kristalline Fraktion ein Mo:w- 
ko nponent (6). Sie enthalt so geringe Mengen von Kohlenhydraten 
(0,1°,), daB es bei dem Mo'gewicht des Sc1umalbumins (70000) aus- 
geschlossen ist, daB alle Albuminmolekiile Kohlenhydrat enthalten. 
Wenn an das Protein ein Trisaccharid gebunden ware, miiBte diese 
Fraktion 0,7 bis 0,8°,, Kohlenhydrat enthalten. Auch der Lipoid- 
gehalt ist so gering, da eine Verbindung vom Verhaltnis 1:1 aus- 
geschlossen ist. 

Dieses von anderen Komponenten fast freie Protein ist inter- 
essanterweise dasjenige, das leicht und gut kristallisiert. Die Anwesen- 
heit langer und unsymmetrisch gelagerter Seitenketten aus Lipoiden 
und Kohlenhydraten erschwert offenbar die Kristallisation. 

Die zweite Art kann als Glykoprotein angesehen werden. Sie 
enthalt sehr wenig Phosphor und Cholesterin. Sie ist ein Symplex von 
zwei Komponenten. Das Verhaltnis der Komponenten ist unbekannt. 
Die Kohlenhydratgruppe ist entweder ein Trisaccharid oder ein aus 
zwolf Hexoseresten gebauter Holosid und besteht nach den Angaben 
von Bierry, Bierry und Rathery (3), Rimington (7) und Hewitt (2) 
aus Galaktose, Mannose und Glucosamin. Welche dieser Hexosen an 
das Protein gebunden ist, bleibt unbekannt. Die Untersuchungen von 
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rv. Przylecki (8) zeigten, daB die beteiligte Aminosaure das Histidin 
(vielleicht in geringen Mengen auch Lysin) ist. Der Histidingehalt 
des Serumalbumins ist gering (etwa 3,5°,). 1 Molekiil von etwa 
70000 Mol.-Gew. entsprechen somit etwa 15 Histidinreste. Wenn die 
Kohlenhydratkomponente ein Trisaccharid ist, wiirde jedes Glyko- 
proteinmolekiil, das 9 bis 10°, Kohlenhydrat enthalt (2), 11 bis 
14 Kohlenhydratmolekiile enthalten, dagegen nur drei Molekiile, wenn 
das Kohlenhydrat aus 12 Hexoseresten besteht. Das Glykoprotein 
ist demnach ein System aus zwei Komponenten von der Formel 
P — K,, oder P — Kg. 

Jedenfalls ergibt sich, daB in dem Hewittschen Glykoprotein eine 
vroBe Zahl der Histidinreste nicht frei ist, sondern da® mindestens 
20 bis 30°, 

Das Lipoprotein ist viel komplizierter. Es besteht mindestens 


, von ihnen N-glucosidartig gebunden sind. 
aus vier Komponenten, und zwar aus Eiweib, Lecithin, Cholesterin ( ?) 
und Cholesterinestern (la). Die Verkniipfung der Komponenten kénnte 
die folgende sein: 
Prot. 
Ch 

Viele Versuche von v. Przylecki und Hofer, Proteine mit Cholesterin 
fester zu verbinden, sind miflungen (9). 

Das vom Lipoidgehalt des Proteins unabhang'ge Verhaltnis Leci- 
thin: Cholesterin zeigt, daB Cholesterin und Lecithin wahrscheinlich 
miteinander verkniipft sind. Das Cholesterin kann aber, wie Versuche 
von v. Przylecki und Mitarbeiter (9) gezeigt haben, auch an das Protein 
g2bunden werden. Auf diese Weise ist die gréBere Stabilitat des Sym- 
plexes durch die Verankerung aller Komponenten miteinander ver- 
standlich. 

Im Gegensatz zu dem Glykoprotein, das sehr arm an Lipoiden ist, 
enthalt die an Lipoiden reiche Fraktion stets dieselbe Menge von Kohlen- 
hydraten, und zwar 0,9°,. Diese Zahl entspricht aber ungefahr einer 
Verbindung K, P,, wenn das Kohlenhydrat eine Triose ist. 

Eine besondere Gruppe bildet die vierte Art (F,), die wie die 
Fraktionen A, und D ein Symplex von vier oder fiinf Komponenten 
ist. Ein Proteinteilchen enthalt sechs Trisaccharidreste, einige Mole- 
kiile Cholesterin und Cholesterinester und einige Lecithinmolekiile. 

Existieren diese Fraktionen auch im Organismus oder sind sie 
Kunstprodukte ? 

Wenn wir die Bildung von leicht trennbaren Aggregaten nicht 
beriicksichtigen [Sédrensen (10)], unterliegt es keinem Zweifel, dab die 
kristalline Fraktion als solche existiert. Die Abwesenheit von Kohlen- 
hydraten und Lipoiden, von zwei Komponenten, die in wasserigen 
21* 
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Lésungen schwer vom Protein trennbar sind, kann nicht durch das 
Rein’gungsverfahren verursacht werden. Auch die an Kohlenhydraten 
reiche Art ist kein Kunstprodukt, denn es ist bekannt, wie schwer 
Kohlenhydrate von Eiweif getrennt oder angelagert werden kénnen 

Das Problem der Lipoproteide wurde schon oftmals behandelt 
Uber ihre Existenz bestehen heute fast keine Zweifel mehr. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber den Wert der Aminosauren 
als Stickstotfquelle fiir Hefe. 
Von 
Vagn Hartelius. 
(Aus dem Carlsberg-Laboratorium in Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 13. Oktober 1938.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Frage nach dem Wert der verschiedenen Stickstoffverbindungen 
als Stickstoffquelle fiir Hefe ist wegen ihrer groben Bedeutung Gegen- 
stand vieler Untersuchungen gewesen. Aus den letzten Jahren liegt 
eine Reihe von Untersuchungen vor, in denen man versucht hat, ein 
quantitatives Ma fiir den Wert der verschiedenen Stickstoffverbin- 
dungen als Stickstoffquelle fiir Hefe zu erhalten: hierbei wurden 
besonders die Aminoséuren untersucht. 


So priifte Pirschle (1930) das Wachstum von PreBhefe bei Zugabe ver- 
schiedener Stickstoffquellen und fand u. a., daB Pepton und Asparagin gute 
Stickstoffquellen waren, etwas bessere als Ammoniumsulfat. Dagegen 
waren Harnstoff und Glycin schlechte Stickstoffquellen, bedeutend schlech- 
tere als Ammontumsulfat. Schwartz und Kautzmann (1931) arbeiteten mit 
einer obergarigen Hefe. Sie untersuchten Alanin, Asparaginsiure, Asparagin, 
Harnstoff und Glycin und fanden, daB alle diese Stoffe bessere Stickstoff- 
quellen als Ammoniumsulfat waren. Das Resultat steht also — was die 
zwei letzten Stoffe anbetrifft — im Gegensatz zu den Befunden von Pirschle. 

Thorne (1933a) untersuchte das Wachstum einer Reihe verschiedener 
ober- und untergariger Hefearten in rein synthetischer Nahrlésung mit 
Glyein, Glutaminsaure, Asparagin oder Ammoniumphosphat als Stickstoff- 
quelle und Saccharose, Dextrose oder Maltose als Kohlenstoffquelle. In 
diesen Versuchen zeigte es sich, das die Reihenfolge fiir die untersuchten 
Stickstoffverbindungen in bezug auf ihren Wert als Stickstoffquelle fiir die 
verschiedenen Hefearten eine verschiedene war. Man kann deshalb die 
Befunde, welche iiber den Wert bestimmter Stickstoffverbindungen als 
Stickstoffquelle fiir eine Hefeart gefunden sind, nicht auf andere Hefearten 
iibertragen. Dies ist wahrscheinlich die Erklarung dafiir, daB8 die Versuchs- 
ergebnisse von Pirschle und Schwartz und Kautzmann nicht iibereinstimmen. 
Thorne (1933b) priifte darauf eine Reihe von Aminosiéiuren und verwandter 
Stoffe als Stickstoffquellen fiir zwei Typen Saccharomyces cerevisiae : 
Eine untergirige Hefe, Type Frohberg, und eine englische obergirige Hefe- 
type. Die obergirige Hefe, die ohne Bioszusatz nur schlecht wuchs, wurde 
sowohl mit als auch ohne Bioszusatz (Malzkeimlingextrakt) gepriift, wahrend 
Type Frohberg, die ohne Bioszusatz ausgezeichnet wuchs, nur ohne Bios 
gepriift wurde. Bei den Untersuchungen wurden Wachstum (Zunahme der 
Zellzahl), aufgenommene Stickstoffmenge und Garung gemessen. Ebenso 
wie bei Thornes ersten Versuchen fand sich auch hier keine Parallelitat 
zwischen dem Wert der verschiedenen Aminosauren als Stickstoffquellen 
fiir die zwei Hefearten. Ebenso zeigte es sich, da der Wert der Amino- 
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siiuren fiir obergirige Hefe verschieden war, je nachdem Bios zugesetzi 
war oder nicht. Aber mit einigen Ausnahmen war es doch méglich, dik 
Aminoséauren nach ihrem Wert als Stickstoffquellen in Gruppen einzuordnen 
Gute Stickstoffquellen waren Leucin, Valin, Arginin, Phenylalanin, Glycin 
und Tyrosin; weniger gute Stickstoffquellen waren Alanin, Oxyprolin. 
Prolin und Histidin, und schlechte Stickstoffquellen waren Tryptophan und 
Cystin. Diese Einteilung wurde auf Grund des Wachstums der Hefe vor 
genommen. Aber Thorne gibt an, daB man zu ungefahr demselben E.gebni- 
gekommen wire, wenn man die Einteilung nach der Stickstoffaufnahm« 
oder der Garung vorgenommen hatte. Asparaginsiure und Glutaminséur 
nahmen eine Sonderstellung ein, indem sie sich — besonders die Asparagin 
siure — als auBerordentlich gute Stickstoffquellen fiir die Frohberg-Hef 
erwiesen, besser als alle anderen untersuchten Aminosduren. Dagegen wai 
Asparaginséure fiir die obergirige Hefe keine gute Stickstoffquelle, und 
Glutaminséure hatte sowohl mit als auch ohne Zusatz von Bios nur eine 
schlechte Wirkung. Von den anderen untersuchten Stickstoffverbindungen 
zeigte sich Asparagin als eine bescnders gute Stickstoffquelle, gleichwertig 
mit den besten Aminoséuren, und Harnstoff und Harnsaéure waren brauch 
bare Stickstoffquellen, ungefahr von demselben Wert wie die schlechtesten 
Aminosauren. 


Nielsen (1936, 1938) wandte bei seinen Untersuchungen die direkte 
Messung der Stickstoffaufnahme als Ma® fiir den Wert der Aminosduren 
tiir Hefe an; da die Hefe namlich zu wachsen imstande ist (1936, Tabelle 1), 
ohne Stickstoff von der Nahrlésung aufzunehmen (das Wachstum geschieht 
auf Kosten des Stickstoffs, den die Hefe selbst enthalt), kann das Wachstum 
der Hefe nicht immer als MaB fiir die Stickstoffaufnahme gebraucht werden. 
Die bei den Versuchen benutzte Hefe war eine untergirige Type von Saccha- 
romyces cerevisiae. Diese Hefe wachst ohne Bioszusatz schlecht. Nielsen 
setzte deshalb zur Nahrlésung Bierwiirze als Biosquelle zu. Die Amino- 
siuren, welche untersucht werden sollten, wurden im Unterschu8 zugesetzt. 
sodaB die Hefe die Aminosiure — wenn sie assimilierbar war — vollstandig 
aus der Nahrlésung aufnehmen sollte. Es wurde mit so kleinen Stickstoff- 
mengen gearbeitet, daB die Stickstoffausscheidung, die mit dem Wachstum 
der Hefe verbunden ist, zu vernachlissigen war. Nielsens Absicht be! 
diesen Untersuchungen war also nicht in erster Linie, den Wert der ver 
schiedenen Aminoséuren als Stickstoffquellen fiir Hefe zu klassifizieren. 
sondern zu untersuchen, inwieweit diese Aminosiuren iiberhaupt von de1 
Hefe aufgenommen werden konnten. Nielsen fand, daB die meisten ein- 
basischen Monaminosauren, die léslich waren, von der Hefe aufgenommen 
werden konnten; von den zweibasischen Aminosaéuren konnten dagegen nut 
die niederen Glieder assimiliert werden. Ferner konnten eine Reihe oxy- 
und phenylsubstituierter Aminoséuren und ebenfalls Asparagin und Arginin 
assimiliert werden. Fiir die meisten Aminosaéuren gilt jedoch, daB nur die 
eine der optisch aktiven Formen aufgenommen werden konnte. 


In Fortsetzung der Untersuchungen von Nielsen habe ich versucht. 
den Wert der Aminosauren als Stickstoffquelle fiir Hefe zu bestimmen. 
Die Versuche wurden in der Weise vorgenommen, daf Hefe in einer 
Nahrlésung geziichtet wurde, die als Stickstoffquelle sowohl Ammonium. 
sulfat als auch die betreffende Aminosiure, die untersucht werden 
sollte, im UberschuB enthielt. 
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Die Hefe war also nicht gezwungen, die Aminosiure wahrend 
ihres Wachstums aufzunehmen, sondern sie konnte frei zwischen 
Ammoniumsulfat und Aminosiure wahlen. Analytisch konnte man 
feststellen, wieviel Ammoniakstickstoff und wieviel Aminosaure- 
stickstoff die Hefe wahrend ihres Wachstums aufnahm:; dadurch 
bekam man ein Ma dafiir, in welchem Verhaltnis die Hefe den 
betreffenden Aminosaurestickstoff und Ammoniakstickstoff aufnehmen 
konnte. 

Zu den Versuchen wurden natiirlich nur diejen’gen Aminosauren 
benutzt, von denen Nielsen in seinen Untersuchungen gezeigt hatte, 
daB sie von der Hefe aufgenommen werden konnten. In den Fallen, 
in denen nur die eine Form der Am/‘nosiure aufgenommen werden 
konnte, wurde zu den Versuchen entweder diese Form oder ein racemi- 
sches Praparat benutzt. Im iibrigen wurden in den meisten Fallen 
dieselben Praparate wie in den Versuchen von Nielsen angewandt. 
Es wurde zu den Versuchen dieselbe Hefe benutzt, die auch Nielsen 
in seinen Versuchen anwandte. 


Methodik. 


Zu den Versuchen wurden 2-Liter-Flaschen benutzt. In diese wurden 
1600 cem Nahrlésung gefiillt, die pro Liter enthielt: 100g Rohrzucker, 
0,5g Ammoniumsulfat, 0,7 g MgSO,,7H,O, 1g KH,PO,, 0,5g NaCl, 
0,4 g CaCl,, 6 H,O, 0,5 cem 1° ige FeCl, 10 ccm Pilsenerwiirze. Daraut 
wurden die Flaschen im Autoklaven sterilisiert. Die Aminosaure, welche 
einer Flasche zugesetzt werden sollte, wurde nun in einer kleinen Menge det 
Nahrlésung, die in der Flasche enthalten war, aufgelést und die L°sung 
durch ein Seitz-Filter steril filtriert ; danach wurde die Lésung wieder in die 
Flasche gegossen. Es war erforderlich, die Aminosauren durch Filtrieren zu 
sterilisieren, da einige von ihnen Erwarmung nicht vertragen kénnen. Nach 
Probeentnahme zur Bestimmung der Anfangswerte des Gesamtstickstoffs 
und Ammoniakstickstoffs wurden die Flaschen mit einem Tropfen Hefe- 
aufschlemmung beimpft. Dieser Zusatz ist so gering, daB die Zusammen- 
setzung der Nahrlésung keine merkbare Verinderung erfaihrt. Als Impfhefe 
wurde die hier am Laboratorium gewcéhnlich benutzte Hefe angewandt, 
Saccharomyces cerevisiae, welche in einem wuchsstoffarmen Substrat ge 
ziichtet war, 14 Tage alt und also ruhend war. Die Flaschen standen im 
Thermostaten bei 25°. In verschiedenen Zwischenriumen wurden Proben 
entnommen. Vor der Probeentnahme wurden die Flaschen kraftig geschiittelt. 
Die Hefe wurde von den Proben durch Zentrifugieren abgeschieden, und in 
40 eem-Portionen der Lésungen wurden der Gesamtstickstoff nach der von 
A.C. Andersen und B. Norman-Jensen (1925) modifizierten Kjeldahlschen 
Methode und der Ammoniakstickstoff nach van Slyke in der Modifikation 
von Linderstrém-Lang (1929) ermittelt. Alle Analysen wurden als Doppel 
bestimmungen ausgefiihrt. Um zu kontrollieren, daB der Zucker nicht vor 
AbsehluB der Versuche verbraucht war, wurde auch die Zuckermenge 
der Lésungen bestimmt. Zu Beginn der Versuche hatte die Nahrlésung 
ein py von etwa 4, und die Lésungen der Aminosiuren wurden, soweit 
erforderlich, bevor sie steril filtriert wurden, auf dieses py eingestellt. 
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Berechnung der Versuchsergebnisse. 


Um die Menge des aufgenommenen Ammoniakstickstoffs und des 
aufgenommenen Aminosiaurestickstoffs bestimmen zu kénnen, muB man 
die Menge Ammoniakstickstoff und Aminosaurestickstoff ermitteln 
kénnen, die in der Nahrlésung einmal bei Beginn des Versuchs und 
dann bei den spateren Probeentnahmen wahrend des Wachstums ent- 
halten ist. 

Die Menge Ammoniakstickstoff, welche sich in der Nahrlésuny 
befindet, bekommt man direkt durch die Ammoniakanalyse. Die zu den 
Versuchen benutzten Aminosaduren enthalten namlich keinen Stickstoff, 
der als Ammoniak bestimmt werden, kann; dasselbe gilt auch fiir dic 
Stickstoffverbindungen, welche die Hefe waihrend ihres Wachstums 
an die Nahrlésung abgibt (Nielsen und Hartelius, 1937). 

Die einzige Fehlerquelle liegt darin. da& mit der Wiirze etwas 
Stickstoff zugefiihrt wird, der als Ammon‘ak bestimmt werden kann 
in der zu den Versuchen angewendeten Wiirze sind indessen nur 5°, 
des Stickstoffs als Ammoniak bestimmbar, und mit einem Wiirze- 
zusatz von 1°, bleibt diese Menge so gering, da man sie nicht zu 
beriicksichtigen braucht. 

Die Menge des Aminosaurestickstoffs findet man als Differenz 
zwischen Gesamtstickstoff und Ammoniakstickstoff. Hier sind indessen 
einige betrachtliche Korrekturen notwendig. Der Stickstoff, welcher 
der Nahrlésung durch Zusatz von Wiirze zugefiihrt wird, und der 
Stickstoff, welcher von der Hefe wahrend des Wachstums ausgeschieden 
wird, kann ja nicht als Ammoniak bestimmt werden und wird deshalb 
in diese Differenz eingehen. 

Die Korrektur fiir Wiirzestickstoff wird sehr einfach vorgenommen 
(analog mit Nielsen und Hartelius, 1937, 8. 33). Da die zur Nahrlésung 
zugesetzte Wiirzemenge bekannt ist und der Stickstoffgehalt der Wiirze 
durch Analysen bestimmt ist, kann die Menge des Wiirzestickstoffs in 
der Nahrlésung bei Beginn des Versuchs leicht ermittelt werden. Bei 
den spaiteren Probeentnahmen hatte die Hefe einen Teil des Wiirze- 
stickstoffs aufgenommen: es zeigte sich nach der Methode von Nielsen 
(1934), daB 49°, des Stickstoffs der fiir die Versuche angewendeten 
Wiirze von der Hefe aufgenommen werden konnten. Ich habe in friitheren 
Untersuchungen gezeigt (Hartelius, 1938), daB die Hefe den assimilier- 
baren Wiirzestickstoff sehr schnell aufnimmt, so da} man damit rechnen 
kann, da aller assimilierbare Wiirzestickstoff bei der ersten Probe- 
entnahme au’genommen ist. Bei Beginn des Versuchs wird man deshalb 
in der Nahrlésung 26 mg Wiirzestickstoff pro 40 ccm Lésung finden, 
und bei den spiteren Probeentnahmen wird man 51°,, hiervon oder 
13 mg Wiirzestickstoff (d. h. den nicht assimilierbaren Wiirzestickstoff) 
finden. Diese Werte miissen also von den ermittelten Differenzen 
zwischen Gesamtstickstoff und Ammoniakstickstoff abgezogen werden. 
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Die Korrektur fiir den von der Hefe ausgeschiedenen Stickstoff 
ist etwas schwieriger auszufiihren. Ich habe friiher (Hartelius, 1938) 
vezeigt, daB die Menge Stickstoff, welche die Hefe wahrend ihres Wachs- 
tums ausscheidet, bestimmt werden kann, wenn die Hefe in einer Nahr- 
lésung geziichtet wird, die nur Ammoniumsulfat (und eine geringe 
Wiirzemenge) als Stickstoffquelle enthalt. In Tabelle I und Abb. 1 ist 
Tabelle I'. Stickstoffaufnahme und -ausscheidung in einer Nahr- 
losung mit 1% Wiirze, die als Stickstoffquelle nur (NH,),SO, 

enthalt. 





’ P Gesamt- Ammoniak- , Aufgenommener Ausgeschiedener 
Versuchszeit stickstoff stickstoff Differenz Stickstoff Stickstoff 
Tage mg mg mg mg mg 

0 5,07 $,81 0,26 

3 3,65 3,48 0,17 1,45 0,03 
6 2,83 3,49 0,34 2,44 0,20 
9 2,48 1.86 0,62 3,07 0,48 
12 2,18 1,38 0,80 3,55 0,66 
0 5,08 1,81 0,27 

3 at] 3,51 0,20 1,43 0,06 
6 3.06 2.70 0,36 2,24 0,22 
9 2,74 2,19 0,55 2,75 0,41 
12 2,46 1,74 0,72 3,20 0,58 


angegeben, in welcher Weise in einer solchen Nahrlésung (die Nahr- 
lésung hat dieselbe Zusammensetzung wie die hier fiir die Versuche mit 
Aminosauren benutzte, aber ohne Zusatz von Aminosauren) die Stick- 
stoffausscheidung von der Stick- 

stoffaufnahme abhangig ist. An- sais 
dere Versuche, die hier nicht 
niher besprochen werden sollen, 
haben gezeigt, daB eine Ver- 
doppelung der Ammoniumsulfat- 140 
konzentration die Stickstoffauf- 
nahme und -abgabe nicht be- 
einfluBt. Man ist deshalb wohl ee 
zu der Annahme berechtigt, dab 
die Erhéhung der Stickstoff- 2 80 
konzentration der Nahriésung,  § _ | 
welche durch den Zusatz von § 











Aminosauren zur Nahrlésung ein- yp 
tritt, das Verhalten zwischen 
Stickstoffabgabe und -aufnahme 

nicht beeinflussen wird, so dai : ; mt 
die Resultate von Tabelle I und ae RAE 2 
Abb. 1 unmittelbar zur Berech- Abb. 1. 











1 Die Zahlen in den Tabellen beziehen sich auf 40 cem Nahrlésung. 
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nung der Stickstoffmenge, welche die Hefe bei den Aminosaure- 
versuchen wahrend ihres Wachstums ausgeschieden hat, angewandt 
werden kénnen. 

Die Ausfiihrung der Korrektur laBt sich am leichtesten an einem 
Beispiel zeigen: 


In der Flasche mit Alanin (Tabelle Il) betrug die ammoniakmeng: 
pro 40 cem Lésung bei Beginn des Versuchs 4,80 mg und nach einem Wachs 
tum von 6 Tagen 2,32 mg. Im Laufe der 6 Tage hat die Hefe also 2,48 my 
Ammoniakstickstoff aufgenommen. Die Differenz zwischen Gesamt 
stickstoff und Ammoniakstickstoff betrug bei Beginn des Versuchs 4,99 mg: 
in dieser Menge waren (wie oben erwihnt) 0,26 mg Wiirzestickstoff ent 
halten. Der Rest von 4,73 mg besteht aus Aminosdurestickstoff. Nach 
6 Tagen war die Differenz 4,66 mg; hiervon waren 0,13 mg Wiirzestickstoff 
der Rest von 4,53 mg bestand aus Aminoséurestickstoff plus dem von de: 
Hefe ausgeschiedanen Stickstoff. Der nichtkorrigierte Wert fiir den aut 
genommenen Aminosiaurestickstoff, 4,73 mmnus 4,53 mg, wird also zu klein 
Um den richtigen Wert fiir den aufgenommenen Aminosaurestickstoff zu 
finden, muB man die Menge des ausgeschiedenen Stickstoffs zulegen. Die 
Menge des ausgeschiedenen Stickstoffs findet sich Abb. 1. Hier ist die 
Abs z:sse gleich dem von der Hefe aufgenommenen Stickstoff und die Ordinate 
gleich dem von der Hefe gleichzeitig ausgeschiedenen Stickstoff. Die Menge 
das aufgenommenen Stickstoffs ist nicht bekannt, aber man kennt die 
Menge des aufgenommenen Stickstoffs minus der Menge des ausgeschiedenen 
Stickstoffs. Diese GréBe wird einfach als die Abnahme im Gesamtstickstoft 
gefunden. Der Gesamtstickstoff betrug bei Beginn des Versuchs 9,79 mg 
und nach 6 Tagen 6,98 mg; der Wert des aufgenommenen Stickstoffs 
m.nmis ausgeschiedenen Stickstoffs bleibt also 2,81 mg. Da die Ordinate 
in Abb. 1 gleich dem ausgeschiedenen Stickstoff ist, mu man einen 
solechen Punkt auf der Kurve aufsuchen, da®B die Ordinate einer Abszisse 
entspricht, die gleich 2,81 plus Ordinate ist. Mit einer Ordinate von 
0,60 ergibt die Berechnung, daB die Abszisse 3,41 sein sollte, waihrend aut 
der Kurve eine Abszisse von 3,55 dieser Ordinate entspricht; diese Ordinate 
ist also zu klein. Eine Ordinate von 0,70 ergibt eine berechnete Abszisse von 
3,51, wahrend sie auf der Kurve eine Abszisse von 3,55 ergibt; diese ist also 
zu groB. Die richtige Ordinate muB also zwischen 0,60 und 0,70 liegen. Es 
zeigt sich, daB mit einer Ordinate von 0,64 sowohl die errechnete Abszisse 
als auch die Abszisse, welche man auf der Kurve findet, gleich 3,45 bleibt. 
Diese Ordinate ist also die richtige und entspricht der Stickstoffausscheidung, 
welche in die Nahrlésung stattgefunden hat. Um die Menge des auf- 
genommenen Aminosdurestickstoffs zu finden, muls man also zu 0,20 mg 
(dem nichtkorrigierten Wert fiir die aufgenommene Menge Aminosaure- 
stickstoff) 0,64 mg zulegen. Der gesuchte Wert bleibt also 0,84 mg; die 
aufgenommene Menge Ammoniakstickstoff 2,48 mg; das Verhaltnis zwischen 
aufgenommenem Aminosaurestickstoff und aufgenommenem Ammoniak- 

0,84 : : 
stickstoff bleibt also 5 re 100 34 (aufgenommener Ammoniakstick- 
stoff 100). AuBer Ammoniakstickstoff und Aminosaurestickstoff hat 
die Hefe auch, wie friiher erwahnt, etwas Wiirzestickstoff, 0,13 mg pro 
40 cem Lésung, aufgenommen, aber dies ist bei der Berechnung fiir das 
Verhaltnis zwischen aufgenommenem Aminosaure- and Ammoniakstickstoff 
auBer Betracht gelassen worden. In einigen der Aminosaéureversuche war 
die Stickstoffaufnahme gréBer als in den Versuchen ohne Aminoséuren 
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(Tabelle I, Abb 1); deshalb wurde die Kurve in Abb. | iiber die obersten 
Punkte in einer geraden Linie verlaingert. Bei Anwendung des verlangerten 
Stiickes bekommt man jedenfalls keine zu grofen Korrekturen, weil man 


annehmen kann, dafB die Kurve — statt sich in einer geraden Linie fort 
zusetzen — sich schwach nach oben biegen wird (vgl. Hartelius, 1938. 
Abb. 1). 


In den ersten orientierenden Versuchen wurde der Nahrlésung 
nur 1/,°., Wiirze zugesetzt, um so wen'g wie méglich Wiirzestickstoff 
in die Lésung zu bekommen, da der Wiirzestickstoff ja sowohl die 
Berechnungen erschwert als auch im groBen und ganzen die Versuche 
etwas ungenauer macht. Da es sich aber gezeigt hatte (Hartelius, 1938, 
Tabelle I] und II), daB die Stickstoffausscheidung stark anstieg, wenn 
die Wiirzekonzentration unter 1°, lag, so wurde in den fo'genden 
Versuchen 1°; Wiirze der Nahrlésung zugesetzt. Eine Erhéhung der 
Stickstoffausscheidung der Hefe wiide namlich die Versuche viel 
unsicherer machen als die recht bescheidene Erhéhung des Wiirze- 
stickstoffs. 

Versuchsergebnisse. 

Die ersten Versuche wurden mit normalen einbasischen Amino- 

siuren angestellt. sofern sie hinlanglich léslich waren. Dies war mit 


Tabelle Il. Aminoséiuren der normalen Fettsauren. 





vom ‘ t Aufgenommener 
, Ge- | Ammo- eee er Ba. Aminosiurestick- 
Ver- | gamt- | nink-  Diffe- Abii a4 Amino. _8toft im Verhiiltais 
= stick- | stick-  renz aia siure- (2m vufgenommenen 
zei stoff stoft srt Pg Ewe 5 Ammoniakstickstoff, 
wo . stickstoff stickstoif “\ aioher gleich 100 
Tage mg mg mg mg mg gesetzt ist 
0 9,39 4,80 4.59 
Glycin 6 6.53 1,60 4,93 3,20 0,22 7 
9 5,89 0,62 56,27 4,18 0,38 9 
| 0 9,79 4,80 4,99 
d, 1-Alanin 6 6,98 2,32 4,66 2,48 0,84 34 
|| 9 644 156 488 3.24 1,02 31 
: 0 9,60 4,81 4,79 
otal | 6 6664 215 449) 266 © 0,97 36 
eAure || 9 | 5,87 | 1,20 | 4,67) 3,61 1,30 36 
0 9,99 | 4,82 | 5,17 
d, l- Amino-n- | 6 8,08 3,38 4,70 1,46 0,48 33 
Valeriansaiure | 9 7,16 2,61 | 4,65 2,31 1,06 41 
12 6,27 1.66 4.61 3,16 1,74 5h 
{ 0 10,19 4,81 | 5,38 
d,l-Amino-n-}) 6 810 342 468 1,39 0,75 bd 
Capronsaure | 9 6,90 2,02 4,88 2.79 1,36 49 
12 6,14 | 1,01 | 6,13 3,80 1.68 44 
‘ 0 6,12 | 4,90 | 1,22 
2 eo l 6 3,83 2,70 1,13 2,20 0,24 11 
vaprymaure || 9 3,94! 1,92 1,82) 2,98 0,47 6 
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den Sauren von C, bis Cg der Fall, wobei jedoch C,, Aminodnantsaure 


nicht beschafft werden konnte. Aminocaprylsiure war so schwe: 
léslich, dafBS man die Siure in der ganzen Portion der Nahrlésung von 
1600 ccm auflésen mubte (worauf alles durch ein Settz-Filter filtriert 
wurde), um eine geniigende Menge in Lésung zu bekommen. 


Die Hefe war imstande, auch bei Anwesenheit von Ammonium 
sulfat alle Aminosaéuren aufzunchmen, aber sie wurden in ungleich 
groben Mengen aufgenommen. Am schlechtesten wurde Glycin auf- 
genommen: setzt man die au‘genommene Meng? Ammoniakstickstof! 
gleich 100, so betragt die aufgenommene Menge Glycinstickstoff nur 10) 
Die nachsten vier Glieder der Reihe wurden besser aufgenommen. Im 
Verhaltnis zur Ammoniakaufnahme betragen die aufgenommenen 
Mengen Aminosaurestickstoff 30 bis 55, schwach zunehmend mit 
steigender Anzahl der Kohlenstoffatome. Aminocaprylsiure wurde 
wieder schlecht aufgenommen, ungefihr ebenso schlecht wie Glycin 


Im folgenden Versuch wurden einige Aminosiuren der Fettséure- 
reihe mit verzweigter Kohlenstéffkette untersucht. Da Nielsen (1938) 
gezeigt hat, dafgS Aminoisobutterséure von der Hefe nicht aufgenommen 
werden kann, wurde diese Siure in dem Versuch nicht verwendet. 
Von den fo'genden zwei Gliedern wurden dagegen gepriift: Valin mit 
der Methy!gruppe am /-Kohlenstoffatom, Leucin mit der Methylgruppe 
am +-Kohlenstoffatom und Isoleucin mit der Methylgruppe am §-Kohlen- 
stoffatom. Zur Kontrolle wurden au8erdem Norvalin (Amino-n- 
Valeriansiure) und Norleucin (Amino-n-Capronsaure) untersucht. 


Tabelle II]. Aminosauren der Fettsaiuren mit verzweigter Kohlen- 


stoffkette. 





Aufgenommener 


: Aufge- Aufge- lenaitennanhinln. 
Var. Bee Se hemene se¢,, nommener nommener Tie gol 
samt niak- Diff Ammo- Amino- 
suchs- | ctick-  stick- | renz pert press zum aufgenommenen 
zeit stoff stoff satatat? | cttakarnte (Ammoniakstickstoff, 
o , stickstoff stickstoff welcher gleich 100 
Tage mg ing mg mg mg gesetzt ist 
d, 1-Norvalin (| o 7.66 4.78 2.88 
_(Amino-n- l Fp 5,31 2,92 | 2,39 1,86 0,69 37 
Valeriansaure) | 
d. 1-Valin | 0 1,46 4,77 2,99 
é | 5 4,52 1,55 | 2,97 3,22 0,83 26 
d,1l-Norleucin {| 0 766 4.73. 2.98 
(Amino-n- 1| 5 | 608! 267/296, 206 | 0,94 46 
Capronsiure) | 
d.l-Leucin ||) 9 | 786; 4,77 | 3,09 
rite. a ds (i 6 | 4,841] 2,16 12,68 2,61 1,08 41 
tue t) 9 eS | oe oe 
oe \ 6& | 4,72} 1,932,791 2,81 0,77 27 
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Das Verhaltnis (Tabelle I11) zwischen aufgenommenem Amino- 
siurestickstoff und au‘genommenem Ammoniakstickstoff ist fiir Nor- 
valin und Norleucin ungefahr dasselbe wie das im ersten Versuch ge- 
fundene. Fir die Aminosiuren mit verzweigter Kohlenstoffkette war 
die Aufnahmefahigkeit etwas geringer als fiir die mit unverzweigter 
Kohlenstoffkette. Den gré$ten Riickgang in der Aufnahmefahigkeit 
zeigten Valin und Isoleucin, bei denen die Methylgruppe sich am 
B-Kohlenstoffatom befindet; fiir Leucin, mit der Methy!gruppe am 
»-Kohlenstoffatom war der Riickgang in der Aufnahmefahigkeit etwas 
geringer. 

Im dritten Versuch wurden #-Phenylalanin und Tyrosin (p-Oxy- 
B-Phenylalanin) untersucht. In einem besonderen Versuch (Tabelle V) 
wurde Serin (8-Oxyalanin) gepriift. In diesem Versuch wurde auBerdem 
Harnstoff untersucht. Der letzte Versuch wurde mit einer Nahrlésung 
vorgenommen, die nur !/,°,, Wiirze enthielt. Abb. 1 kann deshalb in 
diesem Versuch nicht zur Korrektion der Aminosaurestickstoffwerte 
benutzt werden. In Tabelle Va ist deshalb das Verhaltnis zwischen 
Stickstoffausscheidung und -aufnahme in einer Nahrlésung mit '/,°), 
Wiirze angegeben. Die Korrektur wurde ebenso wie in den anderen 
Versuchen graphisch vorgenommen, jedoch ist die Abbildung hier nicht 
wiedergegeben. 

Phenylalanin und Tyrosin (Tabelle [V) wurden in ungefahr dem- 
selben Verhaltnis wie Alanin aufgenommen, wahrend Serin etwa dreimal 


Tabelle IV. 





Aufgenommener 


Aufge- Aufge- : : 
Ge- Ammo- wah ahs A minosiiurestick- 
Vers Pro mr Difte- — ner ayo ner! stoff im Verhiltnis 
suchs- | stick. | stick-  renz. “ ag : sans: zum aufgenommenen 
zeit stoff stoft mae ure: |. | Ammoniakstiekstoff, 
stickstoff stickstoff welcher gleich 100 
Tage mg mg mg mg mg gesetzt ist 
| 0 9,46 4,70 | 4.76 
d, 1- Alanin 6 | 6,52 1,86 | 4,66 2,84 0,61 21 
| 10 5,62 064 4.98 4,06 0,96 24 
0 6,59 4,70 1,89 
f  enen m 9 : . a: Fs 
ie og 1 6 31d 113 202 357 0,73 20 
- l) 10 «2:37 005/232 465 | 1,13 24 
| 0 6,03 | 4,71 | 1,32 
1-Tyrosin 6 3,138 | 1,82 | 1,31 2.89 0,57 20 
10 1,85 | 0,34 | 1,51 4,37 1,40 32 


besser aufgenommen wurde. 


Harnstoff (Tabelle V) wurde in diesem 





Versuch bei Anwesenheit von Ammoniumsulfat nicht aufgenommen. 
Er kann dagegen von dem hier benutzten Hefestamm, wenn auch nur 
langsam, aufgenommen werden, wenn keine andere Stickstoffquelle 
vorhanden ist (Nielsen, nicht veréffentlichter Versuch). 
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Tabelle V. 





Aufgenommener 


Aufge- Aufge , a 
‘ Ge- Ammo- Pires Pisce ol Aminosiurestick- 
Ver- | samt- | niak- | Diffe- ‘ane ‘Amino. | t0ff im Verhiiltnis 
— stick- | stick- | renz ere a aioe zum aufgenommenen 
zeit eae . ak- 8i - “Bi 
' stoff _stoff stickstoff  stickstoff gies x ccige oN no 
Tage mg mg mg mg mg gesetzt ist 
0 9.80 | 5,34 4,46 | 
d, l-Alanin 10 &39 | 3,75 | 4.64 1,59 0,41 26 
14 7,72 | 2,52 | 5,20 2,82 0,78 | 28 
| 0 | 12,06 5,38 | 6,68 
d, l-Serin 10 | 10,28 | 3,67 | 6,61 1,71 1,05 61 
| 14 937 238 699 2,99 211 71 


0 11,00 5,24 | 5,79 
ieeaiait | 10 | 10,00; 3,88 | 6,12 1,36 0,00 0 
. | 14 9,49 | 2,95 | 6,64 2,29 | 0.01 0 
18 9,15 | 2,27 | 6,88 2,97 0,12 4 


Tabelle Va. Stickstoffaufnahme und -ausscheidung in einer Nahr 
l6sung mit '/,% Wiirze und nur Ammoniumsulfat als Stickstoff- 
quelle. 





Aufgenommener Ausgeschiedener Aufgenommener Ausgeschiedene: 


Versuchszeit Stickstoff Stickstoff Versuchszeit Stickstoff Stickstotf 
Tage mg mg Tage mg mg 
5 1,02 0,24 14 2,37 0,87 
10 1,43 0,37 18 2,98 1,10 


Im Versuch Tabelle VI wurden die zweibasischen Siuren, Asparagin- 
siure und Glutaminséure, gepriift; ferner wurden in diesem Versuch 


Tabelle VI. 





. 


Aufgenommener 


Auige- | Aufge- | * ‘ale 
: Ammo- nommener ' pomnener Aminosiurestick- 
Ver- | Gesamt) “ niak- weelticl Achaea +1. Aeabare stoff im Verhiltnis 
suchs- stick- stick- sou late | ‘shure zum aufgenommenen 
a 2 bali sad 


Ammoniakstickstoff, 


zeit stoff 
stoff 
welcher gleich 100 


stickstoff | stickst ff 


Tage mg mg mg mg mg gesetzt ist 
0 9,24 4,69 | 4,55 
d,l-Asparagin- | 3 | 6'53/ g'49 |2°74| 1,20 2,45 | 204 
saure | 6 4,39) 251 188) 218 4,26 195 


Pricer 0 | 919) 4.70 | 4,49 
a 7.67 | 3,00 | 4,67 | 1,70 - 0,20 : 
: | 6 | 609! 1.10 4.99 3.60 0.16 4 


| 0 | 12,72| 4,70 | 8.02 


e) 


1- Asparagin 3 10,59 4,03 | 6,56 0,67 1,52 227 
| 6 851) 281 5.70) 1,89 3,88 205 
(| 0 | 7,68) 5,27 | 231 

d-Arginin 6 489/ 3,20 1,59 1,97 1,13 57 
| 10 3,60; 2,00 1,60. 3,27 1,99 61 
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Asparag’n und Arginin untersucht. Asparaginsiure und Asparagin 
wurden ungefahr gleich gut, und weit besser als einer der anderen 
untersuchten Stoffe aufgenommen. Die aufgenommene Menge Amino- 
siure- (und Amid-) Stickstoff ist im Verhaltnis zu der aufgenommenen 
Ammoniakstickstoffmenge etwa 200: d. k., daB die Hefe aus der Nahr- 
lésung doppelt soviel Asparag*nsiure- oder Asparaginstickstoff wie 
Ammoniakstickstoff aufnahm. Arginin wurde gut au‘genommen, besser 
als die Aminosaéuren der Fettsaéuren, ungefihr ebenscgut wie Serin. 
Dag-gen konnte Glutaminsdure im Gegensatz zur Asparaginséiure in 
diesen Versuchen nicht aufgenommen werden, trotzdem Nielsen (1936) 
gefunden hatte, daB sie gut aufgenommen wird, wenn sich kein Ammo- 
niumsulfat in der Nahrlésung befindet. Da das mit Glutaminsaure ge- 
fundene Ergebnis iiberraschend war, wurde ein neuer Versuch an- 
gestellt, in welchem die Nahrlésung in zwei Flaschen nur Glutamin- 
siure und in zwei anderen Flaschen sowohl Glutaminsdure als auch 
Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle enthielt. In diesem Versuch 
wurde gefunden da} Glutaminsiure, sofern sich keine andere Stickstoff- 
quelle in der Nahrlésung fand, ausgezeichnet aufgenommen wurde: 
war dagegen Ammoniumsulfat zugesetzt, so wurde die Glutaminsaure 
nicht aufgenommen;: nur am SchluB des Versuchs ist eine kleine Auf- 
nahme von Glutaminsaure festzustellen. Es ist also sicher, daB Glutamin- 
siure nicht oder wenigstens nur sehr schlecht aufgenommen werden 
kann, wenn Ammoniumsulfat in der Nahrlésung vorhanden ist, obgleich 
sie allein eine gute Stickstoffquelle ist. 

Im letzten Versuch (Tabelle VIL) wurde schlieBlich die Aufnahme 
von zwei Dipeptiden, Leucyl-Glycin und Glycyl-Leucin, untersucht : 
zum Vergleich wurde auch Leucin gepriift ; dagegen wurde Glycin nicht 
untersucht, weil es so schlecht aufgenommen wird (Tabelle IT). Der 


Tabelle VII. Dipeptide. 





Anfgenommener 


Aufge- Aufge- rsathhee - 
Ver- |Ge Ammo- nommener | nommener | _A™uosiurestick- 
er- Gesamt-  njak- sia , stoff im Verhiiltnis 
eedha| stick laK- | Diffe- Ammo- Amino- ’ 
ore | ee, | WOO T rane niak- siiure. | 2U™ aufgenommenen 


zeit stoff stoff Ammoniakstickstoff, 


stickstoff stickstoff welcher gleich 100 


Tage mg mg mg mg mg gesetzt ist 
| 0 6,58 | 5,28 1,30 | 
Leucin 4 4,30 | 3,36 0,94} 1,92 0,50 26 
(} 7 | 3,24! 297 (0,97) 299 | 1,21 40 
| 0 7,40 5,24 | 2,16 
Leucyl-Glycin 4 | 6,29 | 3,46 | 1,84 1,79 0,38 21 
7 4,31 | 2,08 | 2,23 3,16 0,64 20 
| 0 7,40 5,24 | 2,16 
Glycyl-Leucin 4 6,24 | 3,29 | 1.95 1,95 0,29 15 
| 7 445 216/229 308 0.48 16 
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Versuch zeigt, dal} beide Dipeptide schlechter als Leucin, aber (wi: 
aus einem Vergleich mit Tabelle II hervorgeht) besser als Glyein 
aufgenommen werden. Glycyl-Leucin wurde schlechter aufgenommen 


Diskussion der Ergebnisse. 

Fiir den bei diesen Versuchen benutzten Stamm von Saccharomyces 
cerevisiae hat Nielsen (1936, 1938) gezeigt, daB er eine Reihe von Amino- 
sauren der normalen Fettsdéuren assimilieren kann, namlich Glycin 
Alanin, Aminobuttersiure, Aminovaleriansdure, Aminocapronsiure : 
jedoch kann nur die eine der optisch aktiven Formen assimiliert werden 
Ein Unterschied in Hinblick auf die Eigenschaft der Hefe, die Amino- 
siuren zu assimilieren, wurde in jener Untersuchung nicht gefunden 
In meinen Versuchen wurde gefunden, daB die Fahigkeit der Hefe. 
(liese Aminoséuren zu assimilieren, eine sehr verschiedene ist, jedenfalls 
dann, wenn der Nahrlésung auBerdem noch Ammoniumsulfat zugesetzt 
ist. Wird die assimilierte Menge Aminosaurestickstoff im Verhaltnis 
zu der assimilierten Menge Ammoniakstickstoff (diese wird gleich 100 
gesetzt) angegeben, dann wird Glycin auBerordentlich schlecht assi- 
miliert, naimlich unter 10, die folgenden vier Aminosaéuren werden 
wesentlich besser aufgenommen, hier sind die Verhaltniszahlen 30 bis 55. 
SchlieBlich wird Aminocaprylséure wieder schlecht assimiliert mit einer 
Verhaltniszah! von weniger als 10., Diese Ergebnisse deuten vielleicht 
darauf hin, daB eine gewisse Anzahl von Kohlenstoffatomen in der 
Kette fiir die Assimilation am giinstigsten ist ; leider war es nicht méglich. 
héhere Glieder der Reihe zu untersuchen, da die Léslichkeit der Amino- 
caprylsaure bereits so gering ist, daB die Untersuchung im hohen Grade 
erschwert wird. 

Nielsen hat fiir die Aminosduren der Fettsdéuren, bei denen eine 
Methylgruppe an einem der Kohlenstoffatome eingefiihrt ist, gezeigt 
(1938), daB die Aminosaure nicht assimiliert werden kann, wenn die 
Methylgruppe am x-Kohlenstoffatom ist; sie kann dagegen assimiliert 
werden, sofern die Methylgruppe an einem Kohlenstoffatom sitzt, das 
von der Carboxylgruppe weiter entfernt ist. Aus meinen Unter- 
suchungen geht hervor, daB die Methylgruppe auch in diesen Fallen 
eine Bedeutung hat, indem solche Aminosauren schlechter assimiliert 
werden als die entsprechenden Aminosiuren mit unverzweigter Kohlen- 
stoffkette. Sofern die Methylgruppe am §-Kohlenstoffatom ist, ist die 
Wirkung starker als wenn sie am y-Kohlenstoffatom sitzt. Es zeigt 
sich also die Regel, da die hemmende Wirkung der Methylgruppe 
auf die Assimilation um so geringer ist, je weiter die Methy!gruppe 
von der Aminogruppe entfernt ist. Eine Untersuchung von Amino- 
siuren mit der Methylgruppe am 6-Kohlenstoffatom konnte leider 
nicht durchgefiihrt werden. 
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DaB die Aminosiuren der normalen Fettséuren (abgesehen von 
Glycin und Aminocaprylsdure) im Vergleich zu Aminosduren mit 
verzweigter Kohlenstoffkette so gut von der Hefe aufgenommen werden, 
ist bemerkenswert, wenn man in Betracht zieht, daB diese Stoffe ge- 
wohnlich im natiirlichen Nahrsubstrat der Hefe nicht vorkommen. 

Die Wirkung der Einfiihrung anderer Radikale als der Methylgruppe 
wurde fiir Alanin untersucht. Es zeigte sich, daB die Einfiihrung einer 
Phenylgruppe oder einer p-Oxyphenylgruppe am f-Kohlenstoffatom 
im Alanin ohne EinfluB auf die Aufnahmefahigkeit der Aminosaure 
war; dagegen wirkte Einfiihrung einer Oxygruppe an derselben Stelle 
(Serin) stark erhéhend auf die Aufnahmefahigkeit der Aminosaure. 

Nielsen (1936) fand fiir die zweibasischen Aminosduren, dak die 
niedrigsten Glieder, Asparaginsiure und Glutaminsaiure, von der Hefe 
assimiliert werden, waihrend die naichsten Glieder der Reihe: Amino- 
adipinsiure, Diaminoadipinsiure, und Diaminopimelinsiure von der 
Hefe nicht assimiliert werden kénnen. In meinen Untersuchungen zeigte 
sich ein bedeutender Unterschied in der Assimilation von Asparagin- 
siure und Glutaminséure. Asparaginsiure wird iiberaus gut assimiliert, 
weit besser als irgendeine andere der untersuchten Aminosduren; die 
Verhaltniszahl gegeniiber Ammoniumsulfat ist 200, wahrend alle 
anderen untersuchten Aminosaéuren schlechter als Ammoniumsulfat 
assimiliert werden. Glutaminsaiure dagegen wird nicht oder nur sehr 
schlecht von der Hefe aufgenommen, sofern sich Ammoniumsulfat in 
der Lésung findet. Auch fiir die zweibasischen Sauren findet man 
eine Regel fiir die Assimilation: Asparagin wird itiberaus leicht auf- 
genommen und dem Ammoniumsulfat vorgezogen, Glutaminsaiure wird 
nur assimiliert, sofern sich kein Ammoniumsulfat in der Nahrlésung 
findet, und die héheren Glieder werden tiberhaupt nicht aufgenommen. 

Ganz eigentiimlich ist das Verhalten der Glutaminsdure. Sofern 
sich nicht eine andere verwertbare Stickstoffquelle in der Nahrlésung 
findet, wird die Glutaminsaéure ausgezeichnet aufgenommen, und die 
Assimilation geht in keiner Weise langsam vor sich, auch wachst die 
Hefe gut. Sobald sich dagegen Ammoniumsulfat (wahrscheinlich auch 
eine andere assimilierbare Aminosadure) in geniigender Menge in der 
Nahrlésung:findet, wird die Glutaminséure riieht oder wenigstens nur 
in kaum meBbarer Menge assimiliert. Dies zeigt, wie vorsichtig man mit 
SchluBfolgerungen iiber den Wert einer Stickstoffquelle fiir Hefe sein 
mu, wenn man von Versuchen ausgeht, in denen die betreffende Ver- 
bindung die einzige Stickstoffquelle ist. 

Ubrigens zeigen andere Versuche (Nielsen und Hartelius, 1938), 
daB die Glutaminsaure eine deutliche Wuchsstoffwirkung auf Hefe hat: 
eine geringe Assimilation von Glutaminsaure findet deshalb wohl statt, 
nur ist sie so gering, daB sie analytisch kaum nachgewiesen werden kann. 
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Hierfiir spricht auch, da die Hefe, wenn sie in einer Nahrlésung ge- 
ziichtet wird, die sowohl Glutaminsaéure als auch Ammoniumsulfat als 
Stickstoffquelle enthalt, ein ganz anderes Aussehen bekommt (sie wird 
rétlich und flockig), als wenn sie in einer Nahrlésung geziichtet wird, 
die nur Ammoniumsulfat enthalt. 

Asparagin verhalt sich anscheinend genau so wie Asparaginsaure. 

Vom Asparagin, der Asparaginséure und der Glutaminsaéure kann 
sowohl die d- als auch die l-Form von der Hefe aufgenommen werden. 
Ich habe noch nicht untersucht, ob ein Unterschied zwischen den zwei 
optisch aktiven Formen besteht. 

SchlieBlich habe ich in Verbindung mit meinen Untersuchungen 
iiber die Aminosduren zwei Dipeptide, namlich Leucyl-Glycin und 
Glyeyl-Leucin untersucht. Die zwei Dipeptide nehmen eine Mittel- 
stellung ein, indem sie besser als Glycin und schlechter als Leucin 
assimiliert werden; Leucyl-Glycin wird etwas besser als Glycyl-Leucin 
aufgenommen. Dieser Unterschied in der Assimilation der zwei Di- 
peptide beruht vielleicht darauf, da8 der leicht assimilierbare Leucin- 
stickstoff von der Hefe direkt im Leucyl-Glycin angegriffen werden 
kann, wahrend im Glycyl-Leucin zuerst eine Hydrolyse des Dipeptids 
eintreten mu. 


Tabelle VIII. Aminosaureaufnahme aus einer Nahrlésung, die 
sowohl Aminosaéure als auch Ammonsulfat im Uberschul 
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Stellt man die Aminosduren nach der Fahigkeit der Hefe, sie zu 
assimilieren, zusammen, so erhalt man die in Tabelle VIII angegebene 
Reihenfolge; jedoch ist die Reihenfolge fiir einen Teil der niedrigsten 
Glieder in der Reihe doch etwas unsicher. 


Asparagin und Asparaginsaure stehen fiir sich, sie werden doppelt 
so gut wie Ammoniumsulfat aufgenommen; von der Asparaginsaéure 
zum Serin und Arginin findet sich ein groBer Sprung in der Aufnahme- 
fahigkeit; aber vom Serin und Arginin, deren Aufnahmefahigkeit im 
Verhaltnis zu der Aufnahmefahigkeit des Ammoniumsulfats 60 bis 70 
ist und herab bis zur Glutaminsiure und zum Harnstoff, die nicht 
aufgenommen werden, fallt die Aufnahmefahigkeit gleichmaBig. 


Meine Ergebnisse stimmen nicht in allen Punkten mit den friiheren 
Untersuchungen iiberein. Der Grund hierfiir liegt zum Teil darin, 
daB zu den verschiedenen Untersuchungen verschiedene Hefearten 
benutzt wurden (7'horne, 1933a). Aber zwischen meinen und den 
friiheren Untersuchungen besteht der prinzipielle Unterschied, daB bei 
den friiheren Versuchen das Nahrsubstrat der Hefe nur die Amino- 
siure, welche untersucht werden sollte, als Stickstoffquelle enthielt, 
wahrend bei meinen Untersuchungen auBer der Aminosaéure noch als 
gute Stickstoffquelle Ammoniumsulfat im Uberschu8 zugesetzt wurde. 
Bei einem solchen Vorgehen war man in der Lage, die freiwillige 
Aminosaureaufnahme der Hefe zu messen, wodurch man ein besseres 
Bild von der Fahigkeit der Hefe zur Aufnahme der betreffenden Amino- 
siure aus natiirlichen Nahrmedien mit mehreren Stickstoffquellen 
bekommt. 


Zum Schlu8B méchte ich erwahnen, daB® fiir einen Teil der hier 
untersuchten Aminosduren nachgewiesen ist (Nielsen und Hartelius, 
1938), daB sie auBer der reinen Nahrungsmittelwirkung als Stickstoff- 
quelle fiir Hefe auch Wuchsstoffwirkung auf Hefe haben (sie erhéhen 
die Trockensubstanzproduktion der Hefe). Dieses gilt u. a. fiir Asparagin, 
Asparaginsdure, Glutaminséure und Arginin. Fiir den Bioswuchsstoff, 
der sich in der Wiirze findet, habe ich wie friiher erwahnt — nach- 
gewiesen (Hartelius, 1938), daB er die Stickstoffausscheidung der Hefe 
beeinfluBt, derart, daB die Stickstoffausscheidung mit zunehmender 
Wiirzekonzentration abnimmt. Wenn nun die Aminoséuren, welche 
Wuchsstoffwirkung haben, auBer der Wirkung auf die Trockensubstanz- 
produktion der Hefe auch einen Einflu8 auf die Stickstoffausscheidung 
der Hefe in ahnlicher Weise wie der Bioswuchsstoff der Wiirze ausiiben, 
so bedeutet dies, da&B man einen Fehler begeht, wenn man die Zahlen, 
die fiir die Stickstoffausscheidung der Hefe in einer Nahrlésung mit 
1°, Wiirze und Ammoniumsulfat als alleiniger Stickstoffquelle gefunden 
sind, zur Korrektur der Zahlen von Nahrlésungen verwendet, die 
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auBerdem eine der betreffenden Aminosauren enthielten. Dieser Fehle; 


wird indessen nicht von gr6éBerer Bedeutung sein. Erstens ist die Wuchs- 
stoffwirkung der Aminosaiure im Vergleich zu der der Wiirze ziemlich 
gering, und zweitens ist die Veranderung in der Stickstoffausscheiduny 
der Hefe, die durch eine Erh6hung der Wuchsstoffkonzentration verur 
sacht wird, nicht besonders groBb, wenn die Wuchsstoffkonzentration 
iiber 1°, Wiirze kommt, was der in diesen Versuchen angewendeten 
Wiirzekonzentration entspricht. 


Zusammenfassung. 


Es wurde untersucht, in welchen Mengen die untersuchte Hefe 
(Saccharomyces cerevisiae) Aminosaurestickstoff aufnehmen kann, wenn 
gleichzeitig Ammoniumsulfat im Uberschu8 vorhanden ist. Die auf 
genommene Menge Aminosdurestickstoff ist im Verhaltnis zu dem 
gleichzeitig aufgenommenen Ammoniakstickstoff, welcher gleich 100 
gesetzt ist, ausgedriickt. 


Es zeigte sich, daB die Aminosauren der normalen Fettséuren von 
C, bis Cg aufgenommen werden konnten; C; wurde nicht gepriift. C, 
Glycin, und Cg, Aminocaprylsiure, konnten nur schlecht aufgenommen 
werden, wahrend die dazwischenliegenden mit einer Verhaltniszah!| 
von 30 bis 55 besser aufgenommen wurden, derart, daB die Aufnahme- 
fihigkeit mit steigender Anzahl Kohlenstoffatome anstieg. 


Die Einfiihrung einer Methylgruppe an der Kohlenstoffkette hat 
auf die Aufnahmefahigkeit einen groBen EinfluB. Nach Nielsen (1938) 
bewirkt Substitution am «-Kohlenstoffatom, daB die Aminosaure nicht 
aufgenommen werden kann. Ich habe gezeigt, daB Substitution am 
6- und y-Kohlenstoffatom bewirkt, dab die Aminosiure schlechter 
aufgenommen wird als die Aminoséure mit unverzweigter Kohlenstoff- 
kette. Substitution am §-Kohlenstoffatom wirkt am kraftigsten. 


Kinfiihrung einer Phenyl- oder einer Oxyphenylgruppe am Kohlen- 
stoffatom im Alanin zeigte keine Wirkung auf die Aufnahmefahigkeit 
der Aminosiuren;: dagegen wurde die Aufnahmefahigkeit bei Ein- 
fiihrung einer Oxygruppe an der gleichen Stelle stark erhoht. 


Die Dipeptide Leucyl-Glycin und Glycyl-Leucin wurden _ beide 
schlechter als Leucin und besser als Glycin aufgenommen; Glycyl- 
Leucin wurde schlechter assimiliert. 


Die Verhaltniszahl fiir Asparaginsiure und Asparagin ist etwa 200. 
d. h. daB sie viel besser als einer der anderen untersuchten Stoffe auf- 
genommen werden. Dagegen konnte Glutaminsaiure bei Anwesenheit 
von Ammoniumsulfat in der Nahrlésung nicht oder nur sehr schlecht 











hler 


chs. 


lich 
ung 
ru 

Lion 


ten 


‘it 
- 








Vergleichende Untersuchungen tiber den Wert der Aminosauren usw. 333 


von der Hefe aufgenommen werden, obgleich sie gut assimiliert wurde, 
wenn kein Ammoniumsulfat vorhanden war. 

Arginin wurde gut aufgenommen, wahrend Harnstoff bei An- 
wesenheit von Ammoniumsulfat nicht aufgenommen werden konnte. 


Literatur. 

A.C. Andersen u. B. Norman-Jensen, Zeitschr. f. anal. Chem. 67, 427, 
1921. — V. Hartelius, C. r. Lab. Carlsberg, Sér. physiol. 22, 211, 1938; 
Wochenschr. f. Brauerei 55, 177, 1938. K. Linderstrém-Lang, Cy. Y. 
Lab. Carlsberg 17, Nr. 9, 1929. N. Nielsen, ebenda, Sér. physiol. 21, 113, 
1935. Derselbe, ebenda, Sér. physiol. 21, 395, 1936. Derselbe, ebenda, 
Sér. chim. 22, 384, 1938. N. Nielsen. V. Hartelius, ebenda, Sér. physiol. 
Se 23, O87. Dieselben, diese Zeitschr. 295, 211, 1938; C. r. Lab. 
Carlsberg, Sér. physiol. 22, 249, 1938. kK. Pirsehle, diese Zeitschr. 218, 
412, 1930. W. Schwartz u. R. Kautzmann, Arch. f. Mikrobiol. 2, 537, 1931. 

R.S.W. Thorne. J. Inst. Brew. 89, 597, 1933; Wochenschr. f. Brauerei 
d1, 3, 1934. Derselbe. J. Inst. Brew. 39, 608, 1933: Wochenschr. f. 


Brauerei 51, 34, 1934. 

















Uber Darstellung, Eigenschaften und quantitative Bestimmung 
von Tabakmosaik-Virus und Kartoffel-X-Virus und ihre 
physikochemische Differenzierung. 

Von 
EK. Pfankueh und G. A. Kausehe. 


(Aus der Biologischen Reichsanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft in 
Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 1. November 1938.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Seit den Untersuchungen von Stanley (1), die in ihrer Bedeutung 
fiir Biologie und Biochemie kaum iiberschatzt werden kénnen, muB es 
als gesichert gelten, daf} die pflanzlichen Viren nichts weiter als héchst- 
molekulare EiweiBkérper sind. Diese Feststellung ist dann  spater, 
namentlich von Bawden und Pirie (2), dahin erweitert und prazisiert 
worden, daB es sich um Nucleoproteide handeln muB. Die anfanglich 
so tiberraschenden und sicher scheinenden Angaben iiber das Molekular- 
gewicht dieser Nucleoproteide (15 bis 20 Millionen) kénnen dagegen 
heute nur noch als groBenordnungsmaBig richtig betrachtet werden, 
da es keine Methode gibt, die imstande ist, ohne mehr oder minder 
unsichere Voraussetzungen zahlenma®ig richtige Aussagen iiber das 
Molekulargewicht zu machen. Wir werden die hier angedeutete Frage 
nach Form und GréBe der Virusteilchen noch an anderer Stelle in Zu- 
sammenhang mit iibermikroskopischen Aufnahmen der von uns _ be- 
arbeiteten Viren erértern. 

_ Die bisher bekannten chemischen Darstellungsmethoden der beiden 
Viren arbeiten mit sehr zahlreichen und langwierigen Reinigungsstufen, 
ohne daB deren Notwendigkeit ersichtlich oder belegt ware. Das schien 
uns nicht verstandlich, konnte doch die Trennung des normalen Organ- 
eiweibes mit einem Molekulargewicht von héchstens 100000 von dem 
héchstmolekularen Viruseiweif mit dem mindestens hundertfachen 
Molekulargewicht nicht so schwierig sein. Eine Nacharbeitung z. B. 
der Methode von Bawden und Pirie iiberzeugte uns aber bald davon, 
daB dabei die Trennung der beiden Proteingruppen nur langsam erfolgte. 
Wir haben daraufhin unsere Versuche auf eine méglichst wirksame 
Trennung abgestellt und haben zu ihrer Kontrolle jeweils eine gesunde 
normale und eine virusinfizierte Pflanze verarbeitet, mit der Uberlegung, 
da eine Methode zur Virusdarstellung um so wirkungsvoller ist, je 
schneller sie bei einer gesunden Pflanze zu wasserklaren eiweibfreien 
Lésungen fiihrt, ohne daB der Virusverlust bei der gleichartigen Auf- 
arbeitung der Viruspflanze zu hoch wird. Aus diesen Versuchen ist 
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das unten beschriebene Darstellungsverfahren! entstanden, dessen 
Wirksamkeit aus der Tabelle I erhellt. 

Die Zahlen der Tabelle I geben relative Triibungen an. Sie wurden 
durch Zusatz von Ammonsulfat (bis zu !/, Sattigung) zu L6sungen erzeugt, 
die auf folgendem Wege entstanden waren: PreBsaft von Blattern einer 
vesunden bzw. X-virusinfizierten Tabakpflanze wurde einer der angegebenen 
Klarungsmethoden unterworfen, die abzentrifugierte Lésung mit Ammon 
sulfat bei '/, Sattigung gefallt und das Sediment in n 10 Phosphatpuffer 





von Pu 7 gelost. 
Tabelle L. 
Eiweibfillung 
keine Erhitzen CO, CHC! 
Gesunde Pflanze ............. g 3 0 0 
X-ViruspHanee .. 2. v6. cee es 2] 1,8 4 2 
Verhaltniswert: Gesund : krank 2,3 } oc 


Nach nur zwei Reinigungsstufen also erhalten wir aus gesunden 
Pflanzen Lésungen, die frei von ammonsulfatfallbarem EiweiB sind, 
da auch héhere Ammon- 
sulfatkonzentrationen als 
die hier in der Tabelle 
angegebene keine meb- 
bare Triibung ergaben. 


Darstellungsvorsehrift. 


1. Pflanzenmaterial. 
Junge Tabakpflanzen, Ni- 
cotiana tabacum — spec. 
Samsun Bashi- Bagli, wur- 
den etwa 4 Tage nach 
dem Eintopfen auf den 
ersten zwei Blattern mit 
der  iiblichen Spatel- 
methode mit  Prebsaft 
von  TM.-viruskranken 
Pflanzen (TM.-Virus — ge- 
woOhnliches Tabakmosaik- 





virus) beimpft. 12. bis 


Abb. 1. Tabakmosaikkranke Pilanze. Nic. tabacum 
Samsun Bashi Bagli. 


14 Tage nach der Beim- 
pfung traten die ersten 
Svmptome in Form feinerer oder gréberer Adernaufhellungen ein, der 
wenig spaiter die fiir TM.-Virus typische Aufbeulung der Inter- 


' Vorl. Mitteilung: Naturwiss. 26, 382, 193s. 
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kostalfelder an den Spitzenblattchen folgte. Abb. 1 zeigt eine TM 

viruskranke Pflanze. 4 Wochen nach der Beimpfung waren die Symptom. 
voll ausgebildet und die Pflanzen durch und durch krank. In diesem 
Stadium wurden sie abgeerntet und verarbeitet. 

Die Anzucht der X-Viruspflanzen erfolgte in gleicher Weise, wir 
verwandten zur Beimpfung aus der X-Gruppe der Kartoffelmosaikviren 
den Stamm Cs... der schon in fritheren Versuchen (3) benutzt worden 
war. Cs,. ist eine starke Variante des C-Virus (sog. Schildpattvirus) 
Es kommt auf Kulturkartoffeln in Deutschland vor. Abb. 2 zeigt die 
von diesem Stamm auf Nicotiana tab. erzeugten Symptome. 





Abb. 2. Kartoffel-X-Virus, Stamm Cs 35 auf Tabak. Nic. tabacum Samsun Bashi Bagli. 


2. Prefsaft. Die Pflanzen werden grob zerkleinert, kleinere Mengen 
durch eine Kaumaschine, gréBere Mengen durch eine Fleischmaschine 
durchgedreht. Der erhaltene Brei wird sofort in einem PreBtuch von 
Hand oder bei gréBeren Mengen in einer sebr stabilen Fruchtpresse 
kraftig abgepreBt. Die weitere Elution des Virus lohnt sich nicht, da 
der fast trockene PreBkuchen kaum mehr als 10°,, der gesamten Virus- 
menge zuriickhélt. Der PreBsaft wird mit dem doppelten Volumen 
Wasser verdiinnt und sofort wahlweise nach 3a oder 3b weiter ver- 
arbeitet. 

3. Kldrung. a) Mit Kohlenséure. In den verdiinnten, standig auf 
0 bis 2° gekiihlten PreBbsaft wird 30 Minuten lang ein Kohlensaurestrom 
so lebhaft eingeleitet, daB die gesamte Fliissigkeit mit Sicherheit durch- 
geriihrt und mit Kohlensaure gesattigt wird. 

b) Mit Chloroform. Der verdiinnte PreBsaft wird bei Zimmer- 
temperatur mit etwa ' , seines Volumens Chloroform energisch 20 Mi- 
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nuten lang verriihrt, jedoch mit der Vorsicht, das vom Riihrer keine 
Luft durch die Fliissigkeit gesaugt wird und die Lésung nicht schiumt. 

In beiden Fallen wird sofort nach der angegebenen Zeit zentrifugiert 
(20 Minuten bei 3000 Umdrehungen) und die Lésung iiber Nacht 
mindestens 15 Stunden lang im KiihIlschrank aufbewahrt. Diese Alterung 
der Lésungen ist wichtig und darf nicht tibergangen werden. Nach 
der angegebenen Zeit wird erneut zentrifugiert. 

4, Ammonsulfatfdllungen. Die geklarten, noch mehr oder weniger 
stark gefairbten Lésungen werden durch Zugabe des halben Volumens 
kalter gesattigter Ammonsulfatlésung auf eine Sattigung von !, 
gebracht. Nach 25 bis 30 Minuten wird die Fallung abzentrifugiert und 
das Sediment nach AbgieBen der klaren Lésung in m 30 Phosphat puffer 
von pu 7 wieder aufgelést. Diese Lésungen sind bereits nur noch 
schwach gefairbt und frei von niedermolekularem Ejiweil. 

Diese Ammonsulfatfallung wird ein zweites Mal wiederholt, und 
zwar bei der Darstellung von TM.-Virus mit '),, bei X-Virus mit 
1, Sattigung. Das Sediment wird wieder gelést in Phosphatpuffer. 

). Dialyse. Die Viruslésungen haben jetzt einen recht betracht- 
lichen Ammonsulfatgehalt, der durch Dialyse aus einem Cellophan- 
schlauch gegen flieBendes Leitungswasser entfernt werden muf!, 
Schon nach 3 Stunden ist der Salzgehalt stark vermindert, man dialysiert 
aber zweckmabig 10 bis 15 Stunden itiber Nacht weiter. Die Leitfahig- 
keit der Lésungen wird dadurch erniedrigt etwa auf den Wert des 
Leitungswassers, k — 4- 10-4. Nach der Dialyse wird eine nicht un- 
betrachtliche Flockung bei niederer Tourenzahl abzentrifugiert. 

6. Sedimentierung. Die vorzentrifugierten Lésungen werden auf 
einer hochtourigen Laborzentrifuge (z. B. Eeco-Ultima, 15000 Um- 
drehungen mit Wasserkiihlung) 3 Stunden lang zentrifugiert. Das 
Sediment wird je nach dem Verwendungszweck gelést in destilliertem 
Wasser oder in Phosphatpuffer m 10, py — 7. Die mit destilliertem 
Wasser hergestellten Viruslésungen sind praktisch salzfrei: Leitfahig- 
keit k 1 bis 4- 10>. 

Ausbeute. Je nach der Jahreszeit, dem Alter der Pflanzen und der 
bei ihrem Wachstum herrschenden Witterung schwanken die Ausbeuten 
sehr betrachtlich, als durchschnittliche Werte mégen gelten je Liter 
PreBsaft etwa 1000 bis 1300 mg TM.-Virus und 500 mg X-Virus der 
Reinigungsstufe 5, salzfrei dialysiert. Bei der folgenden Sedimentierung 

' Sehr geeignet fiir kleinere Fliissigkeitsmengen von 25 — 50 — 100 ccm 
ist der Dialyseapparat nach Hagenguth, mit Glasstabkorb zum Uber- 
ziehen der Cellophanschléuche von 32 bis 50 mm Durchimesser, Synchron- 
motor und Vierkantriihrer. Hergestellt von der Firma Labag, Berlin NW 7, 
Unterbaumstr. 6. 
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unter den obigen Bedingungen erhalt man nur Ausbeuten von 25 bis 
30°,,, wir werden daher an dieser Stelle in Zukunft mit einer Ultra 
zentrifuge bei einer Fliehkraft von 70000 ¢ arbeiten. 





Abb. 3. Tabakmosaikviruskristalle im Dunkelfeld. 


Charakterisierung der Viren. 

Obige Darstellungsvorschrift, die tibrigens auch fiir andere nahe 
verwandte Viren gelten diirfte (Aucuba-Mosaik, andere Stémme der 
X-Gruppe), liefert hochgereinigte Praparate. Mehr kénnen wir nicht 
behaupten, solange nicht eindeutige Kriterien fiir die Reinheit bekannt 
sind. Da® unser TM.-Virus kristallisiert (Abb. 3), d. h. unter bestimmten 
Fallungsbedingungen die von Stanley (4) zuerst beschriebenen ,,.Nadeln*’ 
gibt, sehen wir als selbstverstandlich an, aber nicht als Charakteristicum 
volliger Reinheit. 

Die Charakterisierung von Viruspraparaten durch physikalische 
Konstanten liegt gegenwartig noch sehr im argen. Konstanten wie 
spezifisches Gewicht, Brechungsindex, ja selbst isoelektrischer Punkt, 
lonenbeweglichkeit und Viskositat sind zu wenig charakteristisch, um 
etwas Wesentliches aussagen zu kénnen. Wohl als einzige wertvolle 
Konstante ist die Sedimentationskonstante 6fters gemessen worden. 
obwohl sie eine teure und recht seltene Apparatur voraussetzt. Wir 
haben uns nun erinnert, da die Messung der Menge und der Qualitat 
des von einem Kolloidteilchen abgebeugten Lichtes ein sehr empfind- 
liches Ma ist fiir die Beschaffenheit und GréBe des Teilchens und 
haben daher Triibungsmessungen an Viruslésungen durchgefiihrt., 
iiber die wir hier zum Teil berichten. Wir haben weiterhin zur Charak- 
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terisierung der Virusproteine eine Kolloid-Kolloidreaktion —heran- 
vezogen, die Reaktion Virus-Goldsol, iiber die der eine von uns an anderer 
Stelle noch ausfiihrlicher berichten wird. 


Die nachstliegende Charakterisierung eines Viruspraparates ist 
natiirlich immer die durch seine ihm spezifische Infektiositat. Wir 
haben selbstverstandlich diese Infektiositat unserer Praparate im 
weitesten MaBstabe an Pflanzen, vor allem Datura, nachgepriift und 
festgestellt, dafSZ ohne besondere Sorgfalt bei der Darstellung das TM.- 
Virus noch bei einer Verdiinnung von 10-!g¢ Protein je cem Lésung 
Infektionen hervorruft, das X-Virus noch bei einer Verdiinnung von 
10-8 ¢g ‘com. Die Schwierigkeiten dieser biologischen Auswertung sind 
aber so groB, die Fehlerquellen so wenig beherrschbar und nicht einmal 
halbquantitativ faBbar, daB solche Infektiositatswerte nicht als charak- 
teristische Konstanten im physikalisch-chemischen Sinne zu werten 
sind und nur init Vorsicht verwendbar sind. Schliisse hinsichtlich 
Reinheit und Aktivitaétszustand der Viren kénnen nur aus einem sehr 
groBen Versuchsmaterial bei entsprechender statistischer Auswertung 


gezogen werden. 


Trotzdem ist die biologische Auswertung heute noch unentbehrlich. 
Messungen der Sedimentationskonstanten oder der Triibung sind wohl 
gut verwendbar zur Kontrolle der Reinheit der Virusproteine, d. h. ihrer 
Freiheit von niedermolekularen Proteinen usw., aber sie sagen nichts 
aus iiber die Aktivitat (Infektiositat) der Virusproteine. Wir haben 
sehr verschieden aktive, ja fast inaktive TM.-Praparate, die sich in 
ihrem Triibungsverhalten innerhalb der Fehlergrenzen der Methodik 
iiberhaupt nicht unterscheiden, die sich also bei der Empfindlichkeit 
der Methodik auch in der Teilchengr6éBe des Proteins nicht wesentlich 
unterscheiden kénnen. Diese Tatsache weist ebenso wie bereits bekannte 
gleichartige serologische Beobachtungen darauf hin, daB die Aktivitat 
nicht an das Riesenmolekulargewicht als solches, sondern an eine 
spezifische Gruppierung im oder am Molekiil gebunden ist, die ohne 
Anderung des Molekulargewichtes verindert werden kann. Es kann 
sich aber nach unseren Dialyseversuchen keinesfalls um eine leicht 
abdissoziierende niedermolare Wirkgruppe etwa vom Typ der Pyridin- 
nucleotide handeln, sondern diese spezifische Gruppe muB an das 
Riesenmolekiil weit fester als salzartig gebunden sein. Abnliches ist 
iibrigens auch fiir niedermolare Fermente bekannt, die durchaus nicht 
immer nach dem so beliebt gewordenen Dissoziationstyp Proteintrager- 
Wirkgruppe gebaut zu sein brauchen (5). Es scheint uns durchaus 
wahrscheinlich, daB eine bestimmte irreversible Veranderung der 
spezifischen Gruppierung des Virusmolekiils zu den sogenannten latenten 
Viren fiihrt. 
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Triibungen und Ewtinktionen. 
Samtliche Triibungsmessungen wurden mit dem Pulfrich-Photomete: 
durchgetiihrt, Filter L,, Vergleichshelligkeit 4. Rel. Triibg. 
bung, bezogen auf Glastriibkérper 


relative Trii 

absolute Triibung 
spezifische Triibung 
mit 100°, 
Extinktion einer Lésung mit 100°, Proteingehalt. 


100: absol. Triibg. 
nach der Definition der Firma Zeiss; spez. Triibg. 
Lésung , Proteingehalt ; 


(errechnete), absolute Triibung einer 


spez. Extinktion 
100 


Proteingehalt in ° 


. one .absol. Triibg. 
Spez. Triibg. 
Die quantitative Bestimmung der Viruskonzentration erfolgte im 
Mikro-Ajeldahl-Apparat nach Fuchs, bei Priparaten der Reinigungsstufe 5 


und 6 durch direkte Verbrennung der Lésungen, bei den nicht dialysierten 


Losungen nach Fallung mit Tannin nach dem Verfahren von Roche und 
Marquet (6). Der gewaschene Tanninniederschlag wurde nicht filtriert, 


sondern in Natronlauge gelést und in den Verbrennungskolben iibergespiilt. 
Die erhaltenen Stickstoffwerte wurden zur Umrechnung auf Virusprotein 
mit dem obligaten Faktor 6,25 multipliziert. 


Tabelle II. 


= 





Viruskonzentration 





Absol. Triibung 


Spez. Triibung 








Rts? VINES sins os bee eee 0,152 0,0354 23,3 
ne SR ee 0,0422 0,0105 25,0 
Dasselbe, 2 Monate alt 0,0422 0,0121 28,5 
AWE SO Soo ene anes 0,0833 0,0905 108 
Dasselbe, nach 10 Tagen... 0,0833 0,0853 102 
Ae VERON ED: ood cx wics vow k ss 0,0241 0,0371 154 


Die Tatsache, daB das X-Virus eine sehr viel héhere spezifische 
Triibung besitzt als das TM.-Virus (Tabelle 11), kann vorlaufig noch 
nicht sicher gedeutet werden. Es ist nicht zu entscheiden, ob das 
X-Virus schwiacher hydratisiert ist oder einen gréBeren Brechungsindex 
besitzt als das TM.-Virus, oder ob sein Molekulargewicht und seine 
Teilchengr6Be um soviel héher liegt. Wir méchten hierauf nicht naher 
eingehen, da wir iiber die Einheitlichkeit unseres X-Stammes und seine 
BeeinfluBbarkeit durch chemische und physikalische Operationen noch 
nicht im klaren sind (7) und die Messung der Triibung in Abhangigkeit 


von Aciditat und X-Stamm noch nicht abgeschlossen ist. 


Tabelle III. 





Viruskon- Spezifische Extinktion bei Dispersionsquotient 


zentration isi tie 
0/9 720 666 430 430 : 720 430 : 666 
TM.-Virus 82.. 0,152 24,0 34,4 131 5,45 3. 
X-Virus 85a.. 0,0962 165 217 728 4,4 3.3 


Die Extinktionen der beiden Viruslésungen sind recht niedrig 
(Tabelle IIL), aber auch hier ist die Extinktion des X-Virus sehr viel 
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héher als die des TM.-Virus. Der Deutung dieser Tatsache bieten sich 
dieselben Méglichkeiten wie bei den entsprechenden Triibungsmessungen, 
man kénnte sowohl die héhere spezifische Extinktion wie auch den 
niedrigeren Dispersionsquotienten des X-Virus als den Ausdruck eines 
grOBeren Teilchendurchmessers ansehen, der dann allerdings um 60 
bis 100 mu (8) liegen miiBte, was recht unwahrscheinlich ist. Da tiber- 
dies die erste Voraussetzung fiir die Giiltigkeit solcher Folgerungen die 
Kugelform der Teilchen ist und diese Voraussetzung bei unseren Viren 
mit Sicherheit nicht erfiillt ist, verzichten wir auf eine eingehendere 
Diskussion und geben die obigen Tabellen nur zur Charakterisierung 
unserer Praparate wieder. 


Triibungen mit Ammonsulfat. 

Triibungsspektrum. Das unterschiedliche Verhalten der Proteine 
gegen Ammonsulfatlésungen verschiedener Konzentration wird be- 
kanntlich praparativ sehr haufig benutzt. Von Schmitz (9) ist diese 
Methode unter Benutzung quantitativer Triibungsmessungen zur 
Priifung der Einheitlichkeit von Proteinen benutzt worden. Wie Abb. 4 
zeigt, ist das Verhalten der beiden 
untersuchten Viren so charak- ie 
teristisch verschieden, das die 





Unterscheidung dieser Viren mit 
Leichtigkeit méglich ist. Wir 
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verschiedener Sattigungskonzen- Sathgung 


tration wird je leem der Virus- 
lésung zugefiigt und griindlich ver - EE ee eae} 

riihrt. Nach genau 30 Minuten X-Virus. 

ruhigen Stehens wird die getriibte 

Lésung in die Spezialbechergliser der Triibungsapparatur umgefiillt, 
nach genau 2 Minuten Wartezeit wird die Triibung gemessen. Die ge- 
naue Einhaltung der Zeiten ist unbedingt erforderlich, da einmal die 
Triibungen nicht konstant bleiben und auch die Triibung einer bewegten 
Lésung weit abweicht von dem Wert der unbewegten Lésung. Die Ursache 
dieser besonders beim TM.-Virus ausgepragten Erscheinung ist natiirlich 
die Fadenform der mit Ammonsulfat erzeugten Virusaggregate. — Der 
MaBstab der Abszisse ist logarithmisch, die Zahlen bezeichnen aber die 
Sattigungsprozente und nicht deren Logarithmen. 


Abb. 4. Triibungskurven. 


Bei einer Sattigungskonzentration von 25°,, haben TM.-Lésungen 
also bereits das Maximum der Triibung erreicht, wahrend X-Lésungen 
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iiberhaupt noch keinen Triibungsanstieg erkennen lassen. Besonders 
bequem werden solche Messungen tibrigens dadurch, daB zur Charak- 
terisierung der Viruslésungen ja nur die Form der Triibungskurve ver- 
wendet wird, man also beliebige Viruslésungen benutzen kann, ohne 
ihren Proteingehalt vorher kennen zu miissen. 


Der Abstieg der Triibung nach dem Maximum ist wohl fast aus- 
schlieBlich ein rein optischer Effekt, bedingt durch die zunehmende 
Annaherung der Brechungsindices von disperser Phase und Dispersions- 
mittel. 

T M.-Virusnachweis in RohpreBsdften. Das hohe Tribungsmaximum 
bei einer relativ niedrigen Ammonsulfatkonzentration ist 'so charak- 
teristisch fiir das TM.-Virus, daB es mit Triibungsmessungen schon im 
ungereinigten PreBsaft infizierter Tabakpflanzen nachgewiesen werden 
kann. Voraussetzung hierfiir ist die Anwendung einer geeigneten Be- 
rechnungsweise, die von den manchmal stark abweichenden Eigen- 
triibungen der PreBsafte unabhaingig macht. 

Versuchsanordnung: Zu je 38cem Lésung der Ammonsulfatsattigung 
0, 25 und 37,5% wurde je 1 cem PreBsaft zugefiigt und die Triibung nach 
50 Minuten gemessen. Die Triibungen der Tabelle IV sind infolge eines 
besonderen Umstandes nicht in absolute Triibungen umrechenbar. Die 


Tabelle IV. 





Pflanze Tra bung bei °/, Sittigung Triibungs- Triibungsanteil 





0 25 37.5 anstieg in %» 
36,0 44,2 76,5 40,5 20 
29,5 38,0 67,5 38,0 22 
31,0 38,0 67,5 36,5 19 
37,8 43,5 65,5 27,7 20 
CN eS ios case 54,0 54,5 8755 33,5 2 
? 30,4 33,2 61,4 31,0 9 
31,7 36,6 73,6 41,9 12 
34,8 87,7 85,1 50,3 6 
43,6 46,3 82,5 38,9 7 
Mittel: 13 
51,0 109 113 62 94 
47 97 100 53 94 
50,5 88 98,5 48 78 
59 104 104 45 100 
geek e | 53 104 100 47 108 
TM.-infiziert ....... 56 107 105 49 104 
63 114 130 67 76 
60 107 113 53 89 
64 121 132 68 84 
59 107 119 60 a 80 is 
Mittel: 91 
TM..-infiziert ........ 47 97 100 53 94 


Dasselbe, verdiinnt 1:2 25,1 50,0 53,6 28,5 88 
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Differenz der Triibungen bei 0 und 37,5°%, Sattigung wird als Tribungs- 
anstieg bezeichnet und nun berechnet, welcher Prozentsatz von diesem 
Gesamttriibungsanstieg bei der Sattigung 25°, vorhanden ist. Dieser 
Prozentsatz wird als Triibungsanteil bezeichnet. 

Wie die Tabelle [V zeigt, ist der Triibungsanteil bei den infizierten 
PreBsaften ausnahmslos ganz erheblich héher als bei den von gesunden 
Pflanzen stammenden Pref siften. Besonders lehrreich fiir den Wert 
der gewahlten Berechnungsweise sind die beiden letzten Zeilen der 
Tabelle, wo einmal der unveranderte PreBsaft und dann der auf das 
Doppelte verdiinnte PreBsaft gemessen worden ist: Der Triibungsanteil 
bleibt trotz der entsprechend verminderten absoluten Triibungswerte 
innerhalb der Fehlergrenzen unverandert, d.h. also, wir messen hier 
tatsachlich nur die Qualitat der PreBsaftproteine und sind im iibrigen 
von ihrer Konzentration fast unabhangig. Wir diirfen wohl mit Recht 
von einer physikochemischen Diagnosemethode einer Viruskrankheit 
sprechen, einer Methode, die nicht auf sekundiren Stoffwechsel- 
anderungen, sondern auf dem direkten Nachweis des Krankheitserregers 
beruht. 


Quantitative nephelometrische Bestimmung. Die Bedenklichkeit von 
nephelometrischen EiweiBbestimmungen ist in letzter Zeit oft genug 
betont worden, so da$ wir nur kurz darauf einzugehen brauchen. Sie 
beruht hauptsachlich darauf, daB nach der Rayleighschen Formel in 
ihrer vereinfachten Form 


c-V? n’ —n? \2 
-( . 


I=k : 
Mo \n, —2n 
I = Intensitat des abgebeugten Lichtes, 2 = Wellenlange, ¢ = Zahl 
der Teilchen, V = Volumen der Teilchen, » = Brechungsindex des 
Dispersionsmittels, m, = Brechungsindex der dispersen Phase. 


die Intensitaét des abgebeugten Lichtes nicht der Konzentration c- V, 
sondern c- V? proportional ist und auBerdem vom Brechungsindex der 
triibenden Teilchen abhangig ist. Nephelometrische Eiweifbestim- 
mungen kénnen daher nur an einheitlichen Proteinen oder Eiweib- 
fraktionen durchgefiihrt werden. Unsere Virusproteine sind aber 
mindestens nach der letzten Reinigungsstufe 6 so einheitlich, daB ihre 
quantitative Bestimmung durch Triibungsmessungen méglich ist. 
Das beweist die Konstanz der spezifischen Triibung (Tabelle V). 


Benutzt man also Viruspraparate eines bestimmten Darstellungs- 
ganges, so kann man aus Triibungsmessungen die Viruskonzentration 
berechnen nach der Formel 


” : : 100 - absol. Triibg. 
Viruskonzentration in °,, = 


Spez. Triibg. 
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Tabelle V. 
Versuchsanordnung wie fiir Abb. 2. — Ammonsulfatsattigung fiir TM.- 
Virus 25°, fiir X-Virus und Pferdeserum 37,59. Das Pferdeserum wat 
dialysiert und zentrifugiert. 





Proteinkonzentration in) Absol. Triibung Spez. Triibung 

TM.-Virus 63 ...... 0,011 6 0,046 8 402 
* Btee 65. 0,009 82 0,037 6 383 

99 + ae a 0,008 13 0,033 3 410 

o Be 3-455 9,009 0 0,036 2 402 
Mittel: 400 

MeV MON OL 23). es ts 0,004 22 0,012 4 294 
nl eae ee 0,003 20 0,009 05 2982 

bi BEGG. cc 0,006 09 0,018 6 305 

at |, Se 0.006 57 0,018 1 275 
Mittel : 290 

Pferdeserum ....... 0,006 06 0,001 74 29 


Es wird aber auch umgekehrt besonders interessant sein, die 
spezifischen Triibungen der nath verschiedenen Methoden dargestellten 
Viruspraparate kennenzulernen und zu vergleichen. 


Reaktion. Virus-Goldsol. 


Die Anwendung der Goldsolreaktion, die seit langem in der Medizin 
zur qualitativen und quantitativen Charakterisierung von EiweiB- 
kérpern benutzt wird, beruht bekanntlich auf der Erscheinung, daB 
bei der Aggregation von Teilchen eines wenig stabilen lyophoben 
Kolloides mit einem stabileren lyophilen Kolloid eine Schutzwirkung 
zustande kommt, indem bei der Teilchenvereinigung das Aggregat die 
Kigenschaften des stabileren Kolloides iibernimmt. Das Ausma® der 
Reaktion wird dabei von den Mengen def miteinander reagierenden 
Partner wesentlich bestimmt. In Abhangigkeit vom Reinheitsgrad 
unserer Praparate, ihrem ViruseiweiBgehalt und der Elektrolytkonzen- 
tration fanden wir Flockungskurven, die fiir die beiden Viren sehr 
charakteristisch waren. Wahrend beim Kartoffel-X-Virus in einer 
bestimmten Konzentrationsstufe der Verdiinnungsreihen auf Natrium- 
chloridzusatz eine voluminése Rotflockung auftrat, fehlte diese unter 
gleichen Verhaltnissen beim TM.-Virus vollstandig. Wir haben die 
Goldsolreaktion zwischen alle Reinigungsstufen unserer Virusdarstellung 
eingeschaltet und fanden beim Vergleich mit gesunden Pflanzen, dab 
das niedermolekulare Eiweif anfanglich die gleichen Farb- und Flockungs- 
kurven gibt wie das ViruseiweiB. Mit zunehmendem Reinheitsgrad 
erscheint schlieBlich bei den gesunden Pflanzen nur eine untypische 
Blauflockung, d.h. nur die Gold-Salzreaktion, wahrend die virus- 
haltigen Praparate aus den infizierten Pflanzen entsprechend ihrem 
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Gehalt an hochmolekularem EiweiB typische Farb- und Flockungs- 
kurven geben. Es kann also mit dieser Reaktion der Reinheitsgrad der 
Praparate bestimmt werden. 

Die Brauchbarkeit dieser Reaktion hat sich bereits sehr schon 
dadurch erwiesen, daB sie auch auf latente und maskierte Viren ansprach, 
Praparate, die aus Kartoffelpflanzen stammten, die auferlich vollig 
gesund aussahen, gaben trotzdem eine positive Goldsolreaktion. Tat- 
sichlich bewiesen die nachtraglich angestellten Infektionsversuche, dab 
diese Pflanzen, obwohl sie aus ,,Hochzuchten** gezogen worden waren, 
das X-Virus in maskierter Form enthielten. 

Genaue Einzelheiten der Versuchsanstellung und Belegmaterial| 
wird die ausfiihrliche Mitteilung des einen von uns bringen (10). 
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Untersuchungen iiber den Wuchsstoffgehalt von Hefen. 
Von 
(. Enders und M. Hegendérfer. 
(Mitteilung aus der wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 
(Eingegangen am 3. November 1938. ) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Gelegentlich der eingehenden Untersuchungen der gesetzmaBigen 
Beziehungen, die dem Nielsen-Faktor zugrunde liegen, wurde erkannt (1), 
da®B sich aus der unterschiedlichen Vermehrung, die verschicdene Hefe- 
aussaatmengen in absolut biosfreier Nahrlésung erzielen, ein MaB fiir 
den Biosgehalt der Hefe selbst ergibt. Wahrend iiber den Biosgehalt 
der verschiedensten Produkte eine Unzahl von Untersuchungen vor- 
liegen, wurde bisher nur von Nielsen (2) versucht, den Biosgehalt von 
Hefen durch quantitative Extraktion mit Wasser und Untersuchung 
des dadurch erhaltenen Kochsaftes zu bestimmen: ein recht ungenauer 
Weg. AuBerdem ist diese Methode zu umstandlich und fiir Reihen- 
versuche unbrauchbar. Um aber exakte Werte fiir den wirksamen 
Biosgehalt der Hefe zu erlangen, war es noétig, einige Festsetzungen zu 
machen, durch die noch nicht weiter erklarbare Mangel der neuen 
Methode, die ja nur relative Werte geben kann, ausgeschaltet werden. 
Wie in der oben zitierten Arbeit ausgefiihrt, zeigt die Wuchsstoff- 
wirkung eine gewisse Abhangigkeit von der Hefeaussaat dahin, da} 
durch héhere Hefekonzentrationen im Wachstumsversuch, obwohl der 
durch die Hefen mitgebrachte Biosgehalt zwangsliufig entsprechend 
gréBer wird, nur kleinere Wirkungen zu erzielen sind, was sich in einem 
geringeren Anstieg der Kurve (tg «) auBert. Als Ma fiir den Biosgehalt 
der Versuchshefe wurde deshalb der tg x bei 0,6 mg Hefeaussaat gewahlt, 
d.h. das Verhdltnis von Hefemenge im Wachstumsversuch bei absolut 
biosfreier Nahrlésung nach 24 Stunden bei 25°C zu Hefemenge vor dem 


Versuch, die nach den gemachten Festsetzungen 3°,,' Aussaat — 0,6 mg 


Hefetrockensubstanz betrdgt. Wie friiher schon angegeben, ist es nun 


nicht méglich, immer Hefeaussaaten von 3°, Abs. experimentell 
zu erreichen: deshalb wurde dieser tg x bei 3°,, Abs. durch An- 
setzen von zwei bis vier verschiedenen Hefekonzentrationen zu Wachs- 
tumsversuchen durch graphische Interpolation mit Hilfe der bei diesen 
Einwaagen erhaltenen Hefemengen bestimmt. Bei Untersuchung anderer 


Hefestiimme ist bei der Bestimmung des Wuchsstoffgehaltes noch zu 


1 3°, Lichtabsorption, ermittelt mit dem zur Triibungsmessung ver- 
wendeten lichtelektrischen Kolorimeter nach Lange in 10 ccm Fliissigkeit. 
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bedenken, daB der Wert fiir den Wuchsstoffgehalt kein absolutes MaB 
darstellt und von verschiedenen Faktoren, wie GréBe, Agglutination 
und Rasse der Versuchshefe, beeinfluBt ist. Prinzipiell gelten jedoch 
auch bei anderen Heferassen als bei dem meist verwendeten Stamm 
M 138 die gleichen Uberlegungen und die Ergebnisse sind innerhalb 
einer Versuchsreihe mit der gleichen Rasse gut zu vergleichen. Durch 
diese Festlegungen war es méglich, einen Einblick in den Wuchsstoff- 
haushalt der Hefen wahrend der Garung und Lagerung zu erhalten 
und auch auf diesem Wege nachzuweisen, ob und wie weit wilde Hefen, 
besonders der technisch wichtige Stamm der Torulahefen, von der 
Zufuhr hochwertiger Stickstoffsubstanzen unabhangig waren und somit 
eine grobe, oftmals sehr unangenehm empfundene Liicke in unserem 
Wissen iiber die Hefewuchsstoffe zu schlieBen. 


Methode. 

Die Priifung auf zellvermehrende Stoffe in der Hefe wurde folgender 
maBen durchgefiihrt. Die Wiirze der Versuchskolben wurde vorsichtig von 
der Hefe abgegossen, die Hefe mit Wasser zentrifugiert, einmal mit Wasser 
gewaschen und in Wasser aufgeschlammt im Lange-Kolorimeter in der 
Kiivette von 100 cem auf 50% Absorption durch Verdiinnen mit Wasser 
eingestellt. Die erhaltene Hefesuspension wurde dann den jeweiligen 
Wachstumsversuchen beigegeben. Die Proben fiir Wachstumsversuche 
enthielten 10 cem Nahrlésung nach Nielsen (s. oben), | cem Puffer, py 6,8 
(s. oben), und 1, 3, 5 und 7 cem der oben hergestellten Hefesuspension. Das 
Volumen der Versuche wurde dann bei jedem Kolben auf 20 cem mit Wasser 
aufgefiillt. Jede Hefekonzentration benétigte vier Versuchsansitze, von 
denen je zwei sofort und zwei nach 24 Stunden bei 25° C gemessen wurden. 
Aus dem Verhialtnis der beiden Messungen konnte der Biosgehalt bei 3°, 
Abs. Hefeaussaat, wie oben angegeben, ermittelt werden. 


1. Kulturhefen. 
a) Wuchsstoffgehalt der Heje wdahrend der Gdrung. 

Der EinfluB8 des Biosgehaltes der Hefen sowie des Substrates auf 
die Gairung wurde zuerst an Hand eines Vorversuches, bei dem das 
spezifische Gewicht der garenden Zuckerlésung mit der Hefe in Ab- 
hangigkeit von der Zeit bei der Temperatur von 25° C festgestellt wurde, 
ermittelt. 

Versuch 1: Normale Hefe M 138 in 500 cem normaler heller Ausschlag- 
wurze. 

Versuch 2: Normale Hefe M 138 in 500 cem Nahrlésung nach Nielsen. 

Versuch 3: Biosarme Hefe M138 in normaler feller Ausschlagwiirze. 

Die Hefekonzentrationen wurden den Giarbedingungen in der 
Brauerei angepaBt; es wurden fiir je 100 ccm Lésung 80mg Hefe- 
trockensubstanz, bestimmt durch die friiher angegebene nephelo- 
metrische Methode, gegeben (Tabelle I, Abb. 1). 











spez. Gewicht 
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Tabelle LIL. 








rae Versuch 1 Versuch 2. Versuch 3 ie Versuch 1 Versuch 2 | Versuch 3 
Zeit as ts Y Zeit <i ae ain 
in Std. | Spezifisches spezifisches spezifisches in Std. SPezifisches spezifisches spezifisches 
¥ Gewicht Gewicht Gewicht j Gewicht Gewicht Gewicht 
1,023 1,021 1,025 69 1,010 1,019 1,0135 
6 1,0245 1,0215 1,0245 93 1,006 1,0165 1,008 
24 1,023 1,021 1,0225 117 1,005 1,017 1,0055 
43 1,019 1,0205 1,018 143 1,002 1,014 1,006 


Wie Abb. 1 erkennen 1aBt, wird durch die normale Hefe in normaler 
Ausschlagwiirze eine etwas schnellere und weitergehende Vergaérung 
erreicht als durch die biosarm ge- 





1005 zogene Hefe in dem gleichen Substrat. 


Eine einwandfreie Begriindung fiir 
die Beeinflussung der Garintensitat 
durch den Biosgehalt der Hefe 1aBt 
sich nicht geben. Mdédglicherweise 
liegt sie in der Umwandlungsge- 
schwindigkeit des Extraktbios in das 
Bios der Hefe (Extraktbios Co- 
Ferment ?). Fiir die Technik der 
Garungen ist jedenfalls zu ersehen, 
daB eine schlechtere Garung auch dadurch gegeben sein -kann, dab 
durch die Vorbehandlung der Hefe (Waschen usw.) diese an zell- 
vermehrenden Wuchsstoffen verarmte. Eine bedeutend schlechtere 
Vergarung als in der normalen hellen Ausschlagwiirze (Versuch 1) 
wird durch die normale Hefe in der absolut biosfreien Nahrlésung nach 
Nielsen (Versuch 2) erreicht, die bei einem Zuckergehalt von 10°,, der 
12°.igen Wiirze vergleichbar ist. Technische Garungsschwierigkeiten 
kénnen also in noch gréBerem MaBe als durch Biosmangel der Hefen 
durch Biosmangel der zu vergirenden Lésung hervorgerufen werden 
(schleppende Garung ?). 





i 











20 60 700 790 Std 
Abb. 1. 


Zum weiteren Studium der Beeinflussung der Garung durch den 
Biosgehalt der Hefen wurden folgende Versuche mit verschiedenen 
Kulturhefen unter jeweils anderen Bedingungen durchgefiihrt und der 
Biosgehalt der girenden Hefe neben anderen fiir den Ablauf der Garung 
charakteristischen Erscheinungen gemessen (Tabelle I). 


Gadrversuch 1 (Hefe M 138 normal bei 8° C). 


Die Garung wurde in Kolben zu je 100 ccm Inhalt unter sterilen Be- 
dingungen durchgefiihrt ; jede Angabe iiber den Biosgehalt stellt den Mittel- 
wert aus zwei Versuchsansatzen dar. Die Kolben enthielten 40 ccm helle 
Ausschlagwiirze, 20 cem Wasser und 10 mg Hefetrockensubstanz M 138, 
die in Trubwiirze gezogen war. AuBer der Biospriifung der garenden Hefe 
wurde die entstehende Kohlenséure und die Wasserstoffionenkonzentration 
der Wiirze gemessen. Die Dauer des Versuchs war 6 Tage. Nach dieser 
Zeit muBte er abgebrochen werden, obwohl der Endpunkt noch nicht 
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Tabelle LI. 





es Heferasse bea —— Girmedium 

1 M 138 der Wiss. Station fiir 8 normal _helle Ausschlagwiirze , 
Brauerei Miinchen 

2 Dieselbe 25 ” 

3 a 8 arm a *” 

4 a 25 3 = - 

5 120 der Wiss. Station fiir 25 normal a Re 
Brauerei Miinchen 

6 HM (GroBversuch in einer 8 ‘e dunkle = 


Miinchener GroSbrauerei) 


erreicht war, da am Anfang des Versuchs zu einer Untersuchung wegen der 
geringen Menge Hefe bis zu vier Garkolben zur Priifung des Biosgehaltes 
notwendig waren. Die Ergebnisse sind in Tabelle III und Abb. 2 zusammen- 





gestellt. 
Tabelle III. 
Versuchszeit COz | Biosgehalt der | Versuchszeit COs Biosgehalt der 
in Std. Pu ecm Hefe (tg 3° lo) in Std. Pu ccm Hefe (tg 3 0 0) 
we 6,1 = 3,0 98 4,3 4,0 10,9 
6 6,0 6,2 104 4,6 6,0 10,8 
18 5,9 8,2 116 4,5 10,0 9,2 
24 5,6 - 8,9 122 4,4 11,0 10,0 
30 5,8 10,0 128 4,4 12,0 9,1 
42 5,5 10,0 140 43 | 13,6 9,5 
48 5,6 10,2 146 4,2 14,0 10,0 
56 5,3 _ 11,0 152 4,2 15,8 10,0 
68 5,0 - 12,0 164 42 | 220 8.0 
74 6,1 ~~ 12,0 170 — 23,0 10,0 
80 4,9 1,0 8,5 176 4,0 36,0 9,0 
92 4,6 3,0 12,0 





Aus der vergleichenden Untersuchung der Veranderung des Bios- 
gehaltes der Hefe wihrend der Garung, die durch die py-Abnahme und 
die Kohlensdureentbindung oe 
verfolgt wurde, ergibt sich die 





[ 


interessante Tatsache, daB zu 
Beginn des Versuches, wo also 


Ss 


von einer Garung noch nicht 
die Rede sein kann, eine W 
auBerordentliche Steigerung 
im Biosgehalt der Hefe zu * 








rel. Biosgehalt {tg 3%) bzw. pi 











verzeichnen ist. Mit dem Ein- { 2 ‘ 
tritt der Garung nimmt der- s = 
selbe jedoch wieder etwas ab 

und steigt dann erneut an. 0 0 


Es ist also gegentiber dem 
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kontinuierlichen py-Abfall bzw. der stetig steigenden CO,-Menge eine 
diskontinuierliche scheinbar periodische Veranderung des Biosgehaltes 
zu verzeichnen. 

Gdrversuch 2 (Hefe M 138 normal bei 25° C). 


Der Versuch wurde ganz analog dem vorhergehenden durchgefiihrt. 
Es wurde der Biosgehalt der Hefe, die Garungskohlensaéure, die Hefe- 
konzentration in 10 cem der garenden Wiirze und die Anzahl der lebenden 
Zellen nach der Methylenblaumethode wahrend des Verlaufes der Garung 
verfolgt. Die Versuchsdauer war 2 Tage. Nach dieser Zeit hatte die Ent- 
wicklung der Kohlensaure das Ende erreicht. Die Hefevermehrung wurde 
mit dem Lange-Kolorimeter gemessen; Werte iiber 40°, Absorption wurden 
— wie friiher angegeben — nach Verdiinnen ermittelt und nach Multiplika- 
tion mit dem Verdiinnungsfaktor angegeben. Da nun in dem Bereich von 
iiber 40°, Absorption die lineare Funktion des Lange-Kolorimeters nicht 
mehr gewahrt ist, kénnen bei der Berechnung der Hefemengen je nach dem 
Hefewachstum der Versuchsansatze Werte iiber 100°, Abso: pcion errechnet 
werden (Tabelle IV, Abb. 3). 


Tabelle IV. 





Zeit Biosgehalt der Vermehrung CO, Lebende Zellen 
in Std Hefe (tg 3% 5) ®'4 Absorption cem in ° 
; 6,8 . 87 
3 10,7 ~ 
6 10,0 , 48,4 6 90 
9 12,0 - 10 
15 12,4 - _ 95 
18 10,0 92 178 = 
24 9,4 . a 95 
27 8,6 159 382 
30 5.6 185 437 - 
33 6,6 -- 479 
39 9,5 151 98 
42 7,8 143 “ 564 
45 8,7 132 — 
48 8.7 150 597 95 
56 581 
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Bei diesem Garversuch, der mit normaler Hefe bei 25°C durch- 
gefiihrt wurde, zeigt der Biosgehalt ebenfalls ein Ansteigen zu einem 
maximalen Wert und klingt dann in dauernd periodischen Schwan- 
kungen bis zum Endvergirungsgrad ab. Wahrend bei Versuch | der 
Endvergarungsgrad nach 7 Tagen noch nicht erreicht war, zeigt die 
Bioskurve von Versuch 2, daB der gleiche Ablauf der Garung bei diesem 
Versuch schon ungefahr nach 1 Tag erreicht und nach 2 Tagen der End- 
vergirungsgrad entsprechend der gréBeren Lebens- und Géarungs- 
intensitat der Hefe bei 25° C eingetreten war. Die scheinbare Abnahme 
der Hefemenge nach dem ersten Tag ist durch die eintretende 
Agglutination der Zellen hervorgerufen. Wie die Bestimmung des 
prozentualen Anteiles an lebenden Hefezellen ergab, ist wahrend der 
eingehaltenen Versuchszeit der gesamte Hefebestand lebend, so dab 
also eine Beeinflussung der gefundenen Erscheinungen durch tote 
Zellen nicht in Frage kommt. 

Gdrversuch 3 (Hefe M 138 biosarm bei 8° C). 

Die biosarm gezogene Hefe entsprach den nach friiher angegebenen 
Vorschriften gezogenen Testhefen zum Nachweis von Biossubstanzen. 
Untersucht wurde der Biosgehalt der Hefe, die Vermehrung der Hefe in 
10 cem der garenden Wiirze und die Zunahme an Garungskohlensdure. Die 
Gardauer war gegeniiber dem Versuch mit normaler Hefe sehr weitgehend 
vergréBert; die CO,-Entbindung erreichte erst nach dem 30. Gartag das 
Ende (Tabelle V, Abb. 4). 

Tabelle V. 








Zeit Biosgehalt der Vermehrung CO, Zeit Biosgehalt der Vermehrung © 0» 
in Std. Hefe (tg 3/9) 0/9 Abs. ecm in Std.  Hefe (tg 3°) 0/9 Abs. cem 
-- 2 - — 279 42 99,5 54,5 
3 1,0 25,6 303 74,3 110 61,0 
15 2,5 41,6 327 8,1 140 90,0 
27 4,0 37,6 351 3,7 133 108 
39 8,2 33,6 - 375 3,0 155 132 
55 11,3 29,0 ~ 399 4,0 132 157 
63 6,8 33,2 423 5,§ 128 174 
75 6.8 Sl,2 - 447 5.6 112 188 
87 6,4 34,6 — 471 3,9 142 211 
99 6,3 35,0 — 495 3,9 125 234 
lil 6,4 35,6 _ 519 3,1 150 253 
123 6,4 36,4 543 3,6 150 276 
135 6,1 40,8 567 3,4 150 294 
147 6,0 40,2 - 591 3,7 324 
159 5,8 45,0 — 615 2,4 - 344 
171 5,1 49,5 1,5 639 2,9 376 
183 6,6 52,8 4,2 663 2,6 398 
207 6,0 45,6 11,8 687 416 
231 6,5 53,6 20,8 711 - 424 
255 59 62,2 38,0 


Der mit biosarmer Hefe durchgefiihrte Versuch 3 laBt aus der 
graphischen Abb. 4 deutlich erkennen, daf die Impfhefe den niedrigsten 
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Biosgehalt hatte und daB dieser wahrend des ganzen Garversuches nicht 
mehr erreicht wurde. Entsprechend der extremen Versuchsanstellung, 
speziell der niedrigen Temperatur von 8° C, sind die einzelnen Perioden 
der Bioskurve weiter auseinandergezogen. Der Biosgehalt nimmt 
wahrend der Garung langsam wieder ab. Die Vermehrung zeigt normalen 
sinusférmigen Verlauf. Die zwischen dem 15. und 20. Tag auftretenden 
starken Streuungen der Vermehrungswerte sind auf Infektionen in 
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einzelnen Versuchsansétzen zuriickzufiihren. Diese Tatsache beein- 
trachtigt jedoch die anderen gemessenen Funktionen nicht, da die fiir 
diese Messungen benétigten Kolben unter sterilen Bedingungen gehalten 
wurden und daher nicht infiziert waren. Die schon bekannte_ Er- 
scheinung, daB die Vermehrung bereits vor dem Inkrafttreten der 
Garung beginnt, spiegelt sich auch in den erhaltenen Kurven wider. 
Gegeniiber dem Versuch bei 8°C mit normaler Hefe, bei welcher sich 
das Ansteigen des Biosgehaltes zu dem Maxjmum und der Abfall von 
demselben tiber mehrere Tage erstreckt, erfolgt der Anstieg und Abfall 
bei Verwendung von biosarmer Hefe in sehr viel kiirzerer Zeit. 

Gdrversuch 4 (Hefe M138 biosarm bei 25° C). 

Die Versuchsanstellung war analog dem Garversuch 2; die verwendete 
Hefe jedoch war nach dem frither angegebenen Verfahren biosarm geziichtet. 
Es wurde der Biosgehalt der giarenden Hefe wahrend 5 Tagen in 19 Proben 


bestimmt (Tabelle VI, Abb. 5). 
Tabelle VI. 








Zeit in Std. ..... 5 6 | 12 | 18 | 2¢-| 30 | 86 | 48 | 48 
Biosgehalt der Hefe 

(tg 8%) ...... 13 | 18 | 24 | 30 38 | 68 | 53 7,3 | 69 
Zeit in Std.,..... 64 66 | 72 | 78 | 84 | 90 96 | 102 | 108! 114 


Biosgehalt der Hefe 
(pS) eee. 61 | 4,9 | 65,0 | 4,8 | 62 | 4,8 | 3,9 | 6,47! 5,0 | 5,9 
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Die hier erhaltene Kurve bestatigt im wesentlichen die in den 
friiheren Versuchen gefundene periodische Schwankung des _ Bios- 
gehaltes der gairenden Hefe. Entsprechend der gesteigerten Lebens- 
tatigkeit der Hefe bei der héheren Temperatur deuten sich hier inner- 
halb der _ fiinftaégigen Versuchsdauer 











mehrere Maxima an, wahrend bei dem 10 = 
entsprechenden Versuch mit biosarmer <= 
Hefe bei 8°C (Versuch 3) in diesem Zeit- 3 
raum nur ein maximaler Bioswert durch- iN , / af 
laufen wurde. Ss 

Um festzustellen, ob die in den vor- s 
hergehenden Versuchen gefundenen schein- 8 
bar periodischen Schwankungen im Bios- Pum ; r 
gehalt der Hefe wahrend der Garung Tage 
nicht nur fiir die bisher verwendete Rasse Abb. 5. 


M138 zutrifft, sondern auch bei ober- 

girigen Heferassen eintreten, also ein allgemein giiltiges Prinzip dar- 
stellen, wurde noch ein Versuch mit der obergérigen Hefe 120 unseres 
Instituts durchgefiihrt. 

Gdrversuch 5 (Hefe 120 normal bei 25°C). 

Der Hefestamm 120 der wissenschaftlichen Station fiir Brauerei ist 
eine typische obergirige Hefe. Die Gairung war nach 3 Tagen beendet. 
Im Verlauf derselben wurden 18 Proben zu Wuchsstoffuntersuchungen der 
girenden Hefe herangezogen (Tabelle VII, Abb. 6). 


Tabelle VII. 

















Zeit in Std. ..... - 3 6 9 12 21 24 27 30 
Biosgehalt der Hefe 
ay eee 9,8 6,5 6,6 7,6 7,5 1.8.: 68 | 664 72 
Zeit in Std. ..... 33 36 45 48 51 54 57 60 69 
Biosgehalt der Hefe 
Oa SS Rea 6,6 6,3 6.4 7,7 7,0 | 50 48 | 4,2 | 7,3 
Die hier verwendete Hefe wurde 0 ane 
nicht biosarm gezogen und beginnt — 
daher in dem Versuchsverlauf mit  %, VammVas ik | 
hohem Biosgehalt. Die periodischen = pee VJ 
Schwankungen beim Ablauf derGarung ‘& * —_ 
, as ie 2° | 
sind auch bei dieser obergirigen Hefe & 
nachzuweisen, so da diese eigenartige © 
Erscheinung als ein rassenunabhangiges Tea 
, , a 7 7 3 
Phinomen im Leben der Hefe ange- zs Tone 
sehen werden muB. Abb. 6 
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Zur Untersuchung dieser bemerkenswerten Veranderung im Bios 
gehalt der Hefen, wie sie im Laboratoriumsversuch mit 40 cem Wiirze 
gefunden worden war, wurde auch in gréferen Gdransdtzen zunichst 
versucht Wiirzemengen von 8 Litern mit normaler und biosarm ge 
zogener Hefe zu vergiren und den Biosgehalt der garenden Hefe zu 
verfolgen. Eindeutige Ergebnisse waren aber infolge experimenteller 
Schwierigkeiten leider nicht zu erzielen, da es bei so groBen Garansatzen 
unmoglich war, steril zu arbeiten und nach einigen Tagen Infektionen 
in der Wiirze auftraten, die die Resultate der Biosmessungen maBgebend 
beeinfluBten, da die Infektionen in der Versuchszeit von 24 Stunden 
im biosfreien Nahrmedium schneller als die Hefen meBbare Triibungs- 
werte erreichten. Trotzdem erbrachten die Anfangswerte solcher 
Versuchsreihen eine Stiitze zu dem im Kleinversuch erhaltenen periodi- 
schen Verlauf des Biosgehaltes der Hefen wahrend der Garung. 

Gdrversuch 6 (Versuch in einer Brauerei). 

Der Biosgehalt der untergairigen Hefe wurde bei der Vergarung von 
dunklem Lagerbier in taiglichen Proben untersucht, da eine haufigere Probe- 
nahme aus teechnischen Griinden leider unméglich war. Deshalb sind auch 
bei diesem Versuch die Perioden des Biosgehaltes der garenden Hefe nicht 
so gut ausgepragt wie bei den Versuchen im Laboratorium, aber doch noch 
gut zu erkennen. Die Proben wurden durch Ansaugen in halber Héhe des 
Garbottichs genommen, von der Wiirze durch Zentrifugieren getrennt, mit 
Wasser einmal gewaschen und die erhaltene Hefe — wie friher angegeben - 
auf ihren Biosgehalt untersucht. a 

Da der verwendete Hefestamm eine ausgeprigte Bruchbildung 
zeigte, schien die Méglichkeit gegeben, die von Nielsen (3) aufgefundenen 
Beziehungen zwischen Biosgehalt und Sedimentation zu priifen. Als 
MaB fiir die Sedimentation wurde der Abfall der Triibung nach 10 Mi- 
nuten in Prozenten der Anfangstriibung im Lange-Kolorimeter gemessen. 
Die zu untersuchende Hefe wurde in 50 cem Nahrlésung nach Nie/sen, 
5cem Puffer, pu 6,8, gegeben und auf 100 cem mit Wasser aufgefiillt. 
Die Hefegabe war so bemessen, daB die Anfangsabsorption zwischen 
50 und 60°. war (Tabelle VIII, Abb. 7). 


) 


Tabelle VIII. 





Zeit in Tagen .... sofort 1 : 3 4 5 6 7 
Biosgehalt der Hefe 

(kt |S ie 14 58 | 9,5 7,9 8,8 €.8 tae 8,4 
% Sedimentation . 58 0,8 2,3 2,2 11,4 46 59 70 


Die von Nielsen angegebenen Werte fiir die Sedimentation von 
Hefen verschiedenen Wuchsstoffgehaltes stellen die Summe aus zwei 


Vorgangen dar: 1. Bruchbildung und 2. Sedimentation. Bei der hier 
angegebenen Methode handelt es sich wie bei der in der Arbeit von 
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Nielsen zitierten Arbeitsweise von Liiers und Heuss (4) nur um Messung 
der Bruchbildung. Diese zeigt nach den hier durchgefiihrten Versuchen 
keinen Zusammenhang mit dem Biosgehalt der Versuchshefe. 


Die erhaltene Bioskurve, die die Verhaltnisse wahrend einer Garung 
in einer GroBbrauerei darstellt, ergab also im Prinzip das namliche 
Bild wie die im Laboratorium durchgefiihrten Versuche, wenn auch 
durch die geringe Zahl der 





















Proben der wirkliche Verlauf der o ” ] 
. Pn . ‘ 
Bioskurve nur annahernd wieder- % 
gegeben wird. Die verwendete 60 
; <= / 
. . ° oO 
Hefe zeichnete sich am Anfang 50 S70 
durch einen besonders hohen  ~ | = 
E wl & 
3iosgehalt aus; der wahrend der =#/ 8 4 1 
Bi gehalt au or wi 1d a (| hel Biosgehalt 
Garung nach einem starken Sy 8 \ (og 2%) j 
aad aa SS ) 
Minimum nach dem ersten Tag) S | x ‘Ft } 
aN S28 | / 
und den folgenden periodischen %& \ / 
: ‘ /, 
Schwankungen nicht mehr er- 10 \ A 
. A Sed in 
reicht wurde. Der sonst charak- : ,  iapscin nach 10" | 
ie : 0 == 
teristische Anstieg bis zum 7 3 5 Tage 
héchsten  Biosgehalt konnte Abb. 7. 


leider, ebenso wie bei der ober- 

girigen Hefe, nicht experimentell aufgefunden werden. Man mu wohl 
annehmen, dai der Anstieg bis zum Maximum bei diesen beiden Ver- 
suchen schon vor der ersten Probenahme erfolgte, und da®B der hier 
anfangs festgestellte Biosgehalt jeweils auf dem absteigenden Ast der 
ersten, maximalen Schwankung liegt. 


Kine Erklairung fiir die hier aufgefundenen periodischen Erschei- 
nungen im Wuchsstoffgehalt der Hefen wahrend der Garung kann 
nicht gegeben werden. Vielleicht sind die kontinuierlichen Schwan- 
kungen nicht auf chemische Umsetzungen, sondern auf periodisch auf- 
tretende physikalische Vorginge, wie z. B. Strahlungseffekte und dgl., 
zuriickzufiihren. Es scheint nicht ausgeschlossen, daB die vorliegenden 
Ergebnisse zu einem ganz neuen Bild iiber die Wirkungsweise der 
Biossubstanzen fiihren. Um festzustellen, ob zwischen dem durch 
unsere Methode gemessenen Biosgehalt der Hefe und ihrer mitogeneti- 
schen Strahlung Zusammenhange bestehen, wurden mit der Methode 
von Baron (5) ausgedehnte Strahlungsuntersuchungen an Hefen durch- 
gefiihrt, in denen jeweils der Biosgehalt und der mitogenetische 
Strahlungseffekt bestimmt wurden. Die auBerst widersprechenden und 
uneinheitlichen Ergebnisse dieser Versuche kénnen auf die Tatsache 
zuriickgefiihrt werden, daB die Bestimmung der mitogenetischen 
Strahlung keine reproduzierbaren Werte liefert, wie neben anderen 
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besonders auch Schreiber (6) nach ausgedehnten Bestimmungen fest- 
stellen muBte?. 


b) Wuchsstoffgehalt der Hefe wdahrend der Lagerung. 

Bei Garversuchen hatte sich gezeigt, daB der Biosgehalt der Hefen 
je nach der Lagerzeit ganz verschiedene Werte annehmen kann. Es 
wurde deshalb ein Lagerversuch von Hefe M 138 in abgegorener Wiirze 
durchgefiihrt. 

In je 30cem heller Vorderwiirze wurden nach dem Einimpfen eine: 
Platinése Hefezellen in jeden Kolben, diese bei 20° C aufgestellt und 
wahrend der Lagerung von 48 Tagen sechs Proben auf Biosgehalt sowie 
lebende Zellen mit der Methylenblaumethode untersucht (Tabelle IX). 


Tabelle IX. 





Zeit nach der Aussaat in Tagen .. 7 


14 21 28 35 48 
Biosgehalt der Hefe (tg 3%) .... 4,3 2,5 2,8 1,3 3,2 1,5 
Of tehende -2OMON 6566. sts ee es oe 89 76 52 50 20 : 


Aus dem Versuch geht deutlich hervor, daB der Biosgehalt wahrend 
der Lagerung abnimmt. Gleichzeitig starben im Versuch immer mehr 
Zellen ab und nach 48 Tagen farbten fast alle Zellen mit Methylenblau 
schwach an. Die fallende Tendenz des Biosgehaltes kénnte vielleicht 
durch das Absterben der Hefezellen bedingt sein, da hierbei dann die 
Hefeaussaat von 3°, zwar bei der Triibungsmessung festgestellt wurde, 
die Aussaat an lebenden Zellen aber in Wirklichkeit einen viel geringeren 
Wert annimmt. Die Versuche, die gemessene Vermehrung auf die 
Aussaat lebender Zellen zu berechnen, brachten aber keine befriedigenden 
Ergebnisse. 

2. Torulahefen. 

Mit der neu aufgefundenen Methode war es nun auch médglich, 
direkt den Biosgehalt von Torulaceen zu bestimmen. Torula utilis 
wurde in 200 cem Trubwiirze und in 200 cem absolut biosfreier Nahr- 
lésung eingeimpft und der Biosgehalt der Hefen in beiden Proben nach 
17 Tagen Garung bestimmt. Probe 1 (in Trubwiirze gezogen) ergab 
tg 3°,, = 6,6: Probe 2 (absolut biosfrei gezogen) tg 3°, = 6,7. 

Die verwendete Torulahefe benutzt also die ihr wahrend der Garung 
gebotene Biosmenge nicht und zeigt gegeniiber der biosfrei gezogenen 
Probe keinen héheren Gehalt an Vermehrungswuchsstoffen. 

Zur genaueren Priifung der Frage wurde nun Torula utilis dreimal 
in biosfreier Nahrlésung nach Nielsen unter sterilen Bedingungen und 


1 Die von Danilenko und Djatschenko (6) durchgefiihrten Unter- 
suchungen iiber die mitogenetische Strahlung der Hefe wahrend der 
Garung, die vielleicht naheren Aufschlu8B geben kénnten, waren uns im 
Original leider nicht zuganglich. 
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Beliiftung gefiihrt und nach jeder Fiihrung eine Probe der Hefe aut 
ihren Gehalt an zellvermehrenden Wuchsstoffen gepriift (Tabelle X). 


Tabelle X. 





ee oe Cee foe ec ie — 1 2 3 
Biosgehalt der Hefe (tg 3%) .... 6,7 5,4 6,5 7,0 


Nach den hier durchgefiihrten Untersuchungen ist Torula utilis 
auf hochwertigen Stickstoff in der Nahrlésung nicht angewiesen, sondern 
deckt ihren Biosgehalt durch Synthese. Es ist aber auch die Méglichkeit 
in Erwagung zu ziehen, dafB die zellvermehrenden Wuchsstoffe der 
Torulahefen nicht identisch sind mit denen der Kulturhefen, so daB 
Torula utilis die in der Nahrlésung dargebotenen Wuchsstoffmengen 
nicht verwenden kann. 

Durch diese direkten Biosmessungen an Hefen wird die von Fink, 
Lechner und Heinisch(7) bei der Vergaérung von Holzzuckerwiirzen 
gefundene Tatsache, daB die Hefeausbeute ohne Zugabe von organischem 
Stickstoff sich auf gleicher Héhe halt wie mit diesen Substanzen, be- 
statigt. 

Zusammenfassung. 

Mit einer friiher angegebenen Methode, die es gestattet auf Grund 
der gesetzmaBigen Beziehungen der Abhangigkeit der Bioswirkung von 
der Hefeaussaatmenge eine direkte Bestimmung des wirksamen Wuchs- 
stoffgehaltes der Hefe durchzufiihren, wurden die Veranderungen im 
Biosgehalt der Hefen im Verlaufe von Garung und Lagerung bestimmt. 

Der Biosgehalt der girenden Hefe unterliegt periodischen Schwan- 
kungen. Zu Beginn der Garung nimmt er sprunghaft zu, erreicht den 
héchsten Biosgehalt waihrend des gesamten Giarverlaufes und klingt 
dann tiber mehrere Maxima und Minima langsam ab. Diese bemerkens- 
werte Feststellung bestatigten im Prinzip auch die GroBversuche einer 
Miinchener GroBbrauerei. Die periodischen Schwankungen sind unab- 
hangig von der Heferasse, wie ein Versuch mit obergariger Hefe zeigte. 
Ein Zusammenhang mit der Vermehrung der Hefe liegt nicht vor. Die 
Perioden laufen noch weiter, nachdem die Vermehrung zum Stillstand 
gekommen ist. Ein charakteristischer Unterschied zwischen biosarmen 
und normalen Hefen hinsichtlich der Anzahl und der Héhe der Perioden 
besteht nicht. Der Biosgehalt biosarmer Hefen ist jedoch auch wahrend 
der Garung in Wiirze durchwegs geringer als der der normalen Hefen. 
obwohl im Verlauf der Garung in Wiirze, die durch hohen Biosgehalt 
ausgezeichnet ist, ein Ausgleich zu erwarten ware. Dies spricht dafiir, 
daB Extraktbios nicht identisch mit Hefebios ist, eine von Nielsen (8) 
ausgesprochene Vermutung, die durch die Diskussion der von uns fiir 
den Nielsen-Faktor gefundenen Beziehung bestatigt wurde (9). Die 
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nicht ohne weiteres zu erklarenden kontinuierlichen Schwankungen im 
Biosgehalt der Hefen wahrend der Garung deuten darauf hin, daB die 
Wirkungen wenigstens dieser Biokatalysatoren nicht allein auf rein 
chemischen Umsetzungen beruhen, sondern vielleicht mit Strahlungs- 
effekten gekoppelt sind. Versuche, Zusammenhiange zwischen Bios- 
wirksamkeit und mitogenetischer Strahlung zu finden, verliefen wegen 
der Ungenauigkeit der Baron-Gurwitschschen Methode uneinheitlich. 

Wahrend einer 48tagigen Lagerungszeit nahm der Biosgehalt der 
Hefen im Durchschnitt ab. 

Torula utilis ist unabhangig vom Biosgehalt der Nahrlésung. 


Max Hegendorfer dankt an dieser Stelle dem Forschungsdienst der 
Landbauwissenschaften fiir die Gewahrung einer Unterstiitzung. 
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Uber die Fettbildung 
aus Kohlenhydraten durch den Hefepilz Endomyces vernalis. 
Von 
Ludwig Reichel und Werner Reinmuth. 
(Aus dem Chemischen Institut der Technischen Hochschule in Karlsruhe.) 
(Eingegangen am 5. November 1938.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


P. Lindner! hat in mehreren Arbeiten darauf hingewiesen, dal 
gewisse Hefen und hefenartige Pilze in zuckerhaltigen Lésungen einer 
starken Verfettung unterliegen, wobei sich der Hefepilz Endomyces 
vernalis durch besonders starke Verfettung auszeichnete. Die Ver- 
fettung der Hefezellen wurde von Lindner nur mikroskopisch verfolgt, 
Fettbestimmungen wurden nicht ausgefiihrt. H. Haehn und W. Kinttof” 
haben zum ersten Male mit Hilfe des genannten Hefepilzes die Fett- 
bildung aus Zuckern quantitativ zu erfassen versucht. [hre Bestimmun- 
gen des Fettgehalts der Pilzhaut, die auf Bierwiirze und Hefeextrakt 
gezichtet wurde, lieferten durchschnittliche Werte von 25°,, Fett, 
berechnet auf Triolein. 

Wir berichten im folgenden iiber unsere Fettbildungsversuche, die 
mit Glucose, Fructose und Rohrzucker durchgefiihrt wurden. 


H. Haehn und W. Kinttof wandten in ihren Arbeiten eine quantita- 
tive Fettbestimmungsmethode an, die von F. Stockhausen und R. Ericson 
wahrend der Kriegszeit ausgearbeitet wurde. Die getrocknete Pilz- 
substanz wird hierbei mit Atzkali aufgeschlossen und die entstandenen 
Fettsiuren mit Lauge titriert. Diese Methode haben wir nachgepriift, 
und es zeigte sich, da} sie nur brauchbare Werte liefert, wenn mindestens 
500 mg Fett zum AufschluB angewandt werden. Die Methode diirfte 


Schmelzmethode nach Stockhausen und Ericson. Testversuche. 


Tabelle I. 








n1loKOH Tristearin in g Spaltung [n/10 KOH Tristearin in g Spaltung 
ccm angewandt gefunden % ecm angewandt | gefunden % 
81.6 2,5023 2 4200 96.5 19.0 0,6095 0.5640 92.5 
72,7 2,2923 2.1580 94,3 12,5 0.4530 ~=0,3710 81.9 
29.8 0.9365 0,8860 94,6 11,6 0.3962 03450 87,0 
29,3 0,9276 0,8700 93,7 
! Zeitschr. f. techn. Biol. 7, 68—97; 8, 56; 9, 100. 2 Ber. d. Deutsch. 


chem. Ges. 56, 439, 1923; Chem. d. Zelle u. Gewebe 12, 115, 1926. 
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auBerdem zu hohe Werte liefern, da durch den AlkaliaufschluB nicht 
nur aus den Fetten, sondern auch aus den Wachsen und anderen Be- 
standteilen der Pilzhaut saure Anteile gebildet werden. Uber Versuche 
in dieser Richtung wird in einer spateren Arbeit berichtet. 

Da die Fettbestimmung nach F. Stockhausen und R. Ericson zu 
groBe Pilzsubstanzmengen erfordert und auBerdem keine einwandfreien 
Resultate liefert, war es notwendig, eine exakte Halbmikro-Fett- 
bestimmungsmethode auszuarbeiten, da in der Literatur keine ent- 
sprechende beschrieben ist. 

Fiir unsere Methode haben wir die Ricinuslipase herangezogen. 
Dieses Ferment wurde von R. Willstdtter und E. Waldschmidt- Leitz! 
eingehender untersucht. Diese Forscher haben zu ihren Versuchen 
Fermentsahne und als Substrat Olivené6l verwendet. Unter den ge- 
wahlten Bedingungen erhielten sie fiir das Olivenédl eine maximale 
Spaltung von 66°,. Wir haben fiir unsere Zwecke ein Trockenpraparat 
der Firma Witte-Rostock und als Substrat das wohldefinierte Triolein 
herangezogen. Um eine méglichst vollstandige Spaltung der Fette zu 
erlangen, war es erforderlich, die genauen Eigenschaften und Wirkungs- 
bedingungen der Ricinuslipase mit dem Trockenpraparat festzulegen. 
Uber die Ergebnisse dieser Versuche wurde bereits an anderer Stelle 
berichtet 2. 

Fermentative Fetthestimmungsmethode. 
A, Testversuche. 
Tabelle II. 
50 mg Ferment + 4cem Citratpufferlésung, po = 4,9 + 25 mg Triolein 
in 2,5 cem Ligroin. Versuchsdauer 6 Stunden bei 20° in Luft. 





ccm n/l0 KOH...... 0,825 | 0,825 0,800 0,825 
Oe MpSNONE. 66.6... 97,5 97,5 94,6 97,5 


B. Bestimmung von Fett der Pilztrockensubstanz. 

Die bei 60 bis 70° getrocknete Pilzhaut wird in einer Reibschale fein 
zerrieben und das Pulver in eine Extraktionshiilse eingewogen. Man extra- 
hiert 6 Stunden mit Tetrachlorkchlenstoff, dampft das Lésungsmittel ab 
und nimmt das zuriickbleibende Fett in 5 cem Ligroin auf. Zu dieser Lésung 
fiigt man 4cem Citratpuffer, py 4,9, und 50mg Ricinuslipase. Der 
Ansatz wird bei 20° 6 Stunden geschiittelt. Zur Unterbrechung der Ferment - 
wirkung werden 10 cem 96 %iger Alkohol zugefiigt und die gebildeten Fett- 
sauren nach Zugabe von 10 cem Ather mit n/10 Kalilauge titriert (Indikator 
Phenolphthalein). Da das Ferment sowie der angewandte Puffer Lauge 
verbrauchen, muB dieser Verbrauch durch einen Testversuch ermittelt und 
von den Analysenresultaten in Abzug gebracht werden. Fehlergrenze der 
Bestimmungen bei Fettmengen bis zu 20 mg + 5%. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 134, 161, 1924. — * Ebenda 244, 78, 
1936. 
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Fetthildung aus Kohlenhydr. durch den Hetepilz Endomyces vernalis. 361 


Fettbildungsversuche. 

1. Ziichtung unverfetteter Pilzkulturen auf Hefewasser. Das 
Hefewasser wurde nach der Vorschrift von W. Henneberg! dargestellt. 
Auf das Hefewasser wurde in einer Petrischale mit einer Platinése 
eine Reinkultur des Hefepilzes? aufgeimpft. Der Pilz wachst am besten 
bei Zimmertemperatur (15 bis 23°) und wenn geniigend Pilzmaterial 
aufgebracht ist, sehr intensiv. Bereits nach 12 Stunden hat sich eine 
geschlossene Pilzdecke gebildet. Betrachtet man eine Probe der Pilz- 





Abb. 1. Endomyees vernalis nach Rohrzuckerfiitterung mit Fettrépfchen. (S00fach vergr.) 


haut unter dem Mikroskop, so kann man leicht die Ausbildung eines 
normalen Pilzmycels erkennen. Die Pilzhaut wurde nach 8 Tagen von 
der Lésung abzentrifugiert und bei 60 bis 70° 6 bis 8 Stunden getrocknet. 
Fettbestimmungen ergeben, daB das auf dem Hefewasser gewachsene 
Mycel vollig fettfrei ist (siehe Tabelle IIL, 8. 362). 


2. Ziichtung verfetteter Kulturen auf verschiedenen Zucker- 
lésungen. Der Hefepilz wurde 2 Tage auf Hefewasser geziichtet und 
sodann mit einer Platinése auf eine 1.5° ,ige Rohrzuckerlésung um- 
geimpft. Der Pilz wachst auf der Zuckerlésung gut weiter und schon 
nach 24 Stunden kann man unter dem Mikroskop bei 800facher Ver- 
gréBerung die Fettbildung beobachten. Es treten zunachst in den 
einzelnen Zellen kleine, stark lichtbrechende Trépfchen auf, die sich 
in den folgenden 2 bis 3 Tagen so stark vergr6Bern, daB der Zellraum 


haufig bis zu zwei Drittel damit ausgefiillt wird (siehe Abb. 1). 


Nach & Tagen wird der verfettete Pilz abzentrifugiert, bei 60. bis 
70° 6 Stunden getrocknet und der Fettgehalt bestimmt. 


1 oW. Henneberg, Garungsbakteriologisches Praktikum, S. 48. 2 Die 
Pilzkulturen von Endomyces vernalis wurden vom Garungsinstitut Berlin 
bezogen. 


Biochemische Zeitschrift Band 299. 24 
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Unter gleichen Bedingungen wurden Versuche mit 1,5°ige: 
Fructoselésung, 1,5 und 3°iger Glucoselésung ausgefiihrt. 


Die Werte der Fettbestimmungen fiir die verschiedenen Ansitz 
sind in Tabelle III zusammengestellt. 


Tabelle III. 





Pilztrocken- 


seein substan, 9/10 KOH Triolein Triolein 

Nahrlosung ‘ reba 
Ing ecm ng % 

en ; | 542.5 0,125 3,70 0,68 

asasdamiainabe inte a2 Se | 443,2 0,100 2,95 0,67 

ae? : 7 { 138.9 0,550 16,20 11,75 

0/ jce . rk be 20 

1,5°%ige Rohrzuckerlésung . l 167.3 0.800 93 60) 14.10 

9¢ ¢ x 9 ORF 

1,5° ige Fructoselésung ... | 221,2 0,950 28,10 12,00 

Ie = \ 307,0 1,150 34,00 11,05 

1.5°,ige Glucoselésung 139,83 0,200 5.90 4,25 

0 Volt Sadia 141.4 0,250 Lo 5,22 

a. eee { 118,1 0,300 8,86 7,50 

3° ige Glucoselésung...... 117.2 0.375 11.05 9.44 


Aus der Tabelle geht hervor, daB Rohrzucker und Fructose bessere 
Fettbildner sind, als Glucose. 
In einer weiteren Arbeit wird iiber den Mechanismus der Fett- 


, 


bildung berichtet werden. 


Der Karlsruher Hochschulvereinigung sprechen wir fiir zur Verfiigung 
gestellte Mittel unseren ergebenen Dank aus. 
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Reinigung und Konzentrierung von Diphtherieantitoxin 
durch Adsorption nach der Autolyse mit Pepsin’. 
Von 
A. Hansen. 

(Aus dem Statens Seruminstitut in Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 11, November 1938.) 


Diphtherieantitoxin kann auf verschiedene Weise in mehr oder 
weniger reiner Form isoliert werden. Am _ haufigsten geschieht dies 
durch fraktionierte Salzfallung von Serum mit Ammoniumsulfat, wie es 
Hofmeister und seine Schiiler beschrieben haben. EL. P. Pick zeigte als 
erster, daB das Diphtherieantitoxin an die Serumfraktion gebunden ist, 
die zwischen Drittel- und Halbsaittigung mit Ammoniumsulfat gefallt 
wird, namlich an die sogenannte Pseudoglobulinfraktion; dagegen 
enthalt die Fraktion bis Drittelsattigung, Euglobulinfraktion genannt, 
nur geringe Mengen und die Fraktion tiber Halbsattigung gar kein 
Antitoxin. Das Entfernen des Salzes aus der salzgefallten Pseudo- 
globulinfraktion erfolgt durch Dialyse oder Elektrodialyse. 

Ebenso laBt sich eine weitgehende Reinigung des Antitoxins bei 
einer entsprechenden Kombination von Elektrodialyse und Salzfallung 
erzielen. Diesbeziigliche grundlegende Arbeiten sind von W. Pauli, 
J. Reitstétter und G. Ettisch publiziert worden. 

Piettre und Vila gewinnen ein gereinigtes Diphtherieantitoxin durch 
wiederholte Umfallungen mit Aceton in der Kalte. K. Linderstrém- 
Lang und S. Schmidt versuchten Adsorption von Antitoxin an Alu- 
miniumhydroxyd?, doch waren die auf diesem Wege adsorbierten 
Mengen nur gering. A. Hansen*® konnte zeigen, dais Antitoxin in einem 
verdiinnten Diphtherieserum proportional zum Protein an ein nach 
Willstdtter hergestelltes Aluminiumhydroxyd adsorbiert wird; eine 
Reinigung auf diese Weise erwies sich somit als unméglich. 

Anders verhalt es sich, wenn die Adsorption in einer Serumver- 
diinnung erfolgt, die vorher einem leichten Abbau mit Pepsin in einer 
salzsiurehaltigen Fliissigkeit unterzogen wird*. Durch den proteolyti- 
schen Abbau erfolgt eine Art ,,Auspackung’ der verschiedenen Serum- 


1 Nachdem unsere Untersuchungen abgeschlossen worden waren, ver- 
6ffentlichte Pope (Brit. J. of exper. Pathol. XIX, 4, 1938) eine Arbeit, die 
ahnliche Probleme behandelt. Wir werden Gelegenheit haben, die von 
Pope erzielten Resultate im Zusammenhang mit unseren eigenen Ergebnissen 
in einer spateren, mehr in die Einzelheiten gehenden Arbeit zu besprechen. 

2 Kolloidzeitschr. 51, 152, 1930. — * C. r. Soe. Biol. CVILTT, 570, 1931. — 
4 A. Hansen, C. r. Soe. Biol. CX XIX, 216, 1938. 
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proteine, so daB diese voneinander gelést und den Adsorptionsmitteln 
zuganglich gemacht werden, wodurch sie sich aufteilen lassen. Verwendet 
man daher die stark positiv geladene Aluminiumhydroxyd-Modifikation 
von Hansen und Schmidt!, so wird bei schrittweisem Zusatz des Ad 
sorptionsmittels der gr6Bte Teil des unspezifischen Proteins fortadsorbiert . 
Wird nach dem Uberschreiten der scharf abgegrenzten Ausflockungs- 
zone noch mehr Aluminiumhydroxyd zugefiihrt, so adsorbiert sich an 
letzteres sowohl Antitoxin wie Protein in annahernd konstantem 
Verhaltnis. 

Durch Fortadsorption von unspezifischem Protein wird eine sehr 
wesentliche Reinigung des Antitoxins erzielt: die Voraussetzungen fiir 
ein befriedigendes Resultat sind folgende: 

1. Entfernung des Fibrinoglobulins. 

2. Bei der Proteolyse: der Verdiinnungsgrad des Serums, die 
Wasserstoffionenkonzentration der Lésung und die Pepsinkonzen- 
tration. 


3. Bei der Fortadsorption von unspezifischem Protein: die Wasser- 
stoffionenkonzentration der Fliissigkeit bei der Adsorption, das Ad- 
sorptionsmittel und die zu benutzende Menge desselben. 

4. Die Konzentrierung des gereinigten Antitoxins, Ultrafiltrierung, 
Salzfallung und Dialvyse. ; 

1. Entfernen des Fibrinoglobulins. Letzteres ist der Bestandteil 
des Serumproteins, der schon bei 24° ,iger Sattigung mit Ammonium- 
sulfat ausgesalzen wird. Das Fibrinoglobulin ist sehr lipoidhaltig, 
enthalt jedoch kein Antitoxin. Die Lipoide hemmen die Wirkung 
des Pepsins? und erschweren dadurch die Autolyse mancher Sera. 
Wahrend der Autolyse werden die Lipoide von den Proteinstoffen ab- 
velést : sie lassen sich durch die darauffolgende Adsorption nicht ganzlich 
entfernen und treten daher im endgiiltigen Praparat als schmutziggraue 
Triibungen auf, die durch Filtrieren oder Zentrifugieren jedoch nur 
teilweise entfernt werden kénnen. Ferner erschwert das Vorhandensein 
des Fibrinoglobulins die genaue Einstellung der Serumverdiinnung auf 
eine fiir die Autolyse giinstige Wasserstoffionenkonzentration. Diese 
Schwierigkeiten kénnen indes vermieden werden, wenn man das Fibrino- 
globulin vorher durch Fallung mit Bentonit entfernt. 

Bentonit ist ein amerikanisches Mineral, das im wesentlichen aus 
Aluminiumsilikat mit einem gewissen Gehalt an MgO, CaO und Fe,0O, 
besteht; es besitzt die EKigenschaft, zu einem thixotropen Gel aufzuquellen, 
wenn es mit Wasser aufgeriihrt wird ?. 


'C.r. Soc. Biol. CXX, 1150, 1935. — ? Dérle, Zeitg. f. exp. Med. 34, 
406, 1923. — 3 Vel. Freundlich u. Sachs, Kolloidzeitschr. 46, 290, 1928. 
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Setzt man einem verdiinnten Diphtherieserum eine Bentonit- 
suspension zu, so entsteht eine voluminése Fallung, die leicht abzentri- 
fugiert werden kann. Der Bodensatz, der aus dem Komplex Bentonit- 
Protein besteht und auf Grund seiner besonderen Struktur etwas 
Fliissigkeit enthalt, laBt sich mit den gew6hnlich benutzten Elutions- 
mitteln nicht zerlegen. Der Verlauf der Fallung kann mit Hilfe des 
Pulfrich-Triibungsmessers kontrolliert werden, sofern  dieselbe in 
schwachen Verdiinnungen vorgenommen und die Bentonitsuspension 
in gleichmaBig ansteigenden Mengen zugesetzt wird. 

Wenn man _ beispielsweise einem 1: 400 in physiol. Kochsalzlésung 
verdiinnten Serum, welches durch einen Zusatz von Acetatsalzsaure aut 
pu 5,5 eingestellt worden ist, eine Bentonitsuspensionsverdiinnung mit 
0,2°/5, Bentonit im Verhaltnis 10 cem + 0,1 bis 0,2 bis 0,3 usw. zusetzt, so 
dai ansteigend jedes folgende Glas 1°, Bentonitsuspensionsverdiinnung 
mehr enthalt, und wenn man danach durch Nachfiillen von physiol. Koch 
salzlésung den Inhalt der Glaser auf das gleiche Volumen bringt und sorg- 
faltig mischt, so erhalt man beim Ablesen der Glaser im Triibungsmesser 
eine gleichmabig ansteigende Triibungskurve. Letztere zeigt einen zwischen 
zwei aufeinanderfolgenden Notierungen auftretenden Flockungsabsatz. 
Dieser erscheint bei den meisten Seren zwischen dem sechsten und siebenten 
Glas; in einzelnen Fallen tritt derselbe jedoch schon bei geringeren, in 
anderen Fallen bei héheren Bentonitzusatzen auf. 

Der Kurvenabsatz gibt die Fallungsgrenze des Fibrinoglobulins an, 
und sobald dieselbe gefunden ist, kann mit der Ausfallung begonnen 
werden. In eine Serumverdiinnung | + 3, die mittels Acetat-Salzsiure 
auf py 5,5 eingestellt worden ist, gie}t man unter anhaltendem Umriihren 
eine 2° ige Bentonitsuspension in der vorher berechneten Menge in 
einem feinen Strahl: die Fallung wird danach abzentrifugiert, womit 
die Serumverdiinnung zum Gebrauch fertig ist. 

2. Der Abbau mit Pepsin. Optimales py fiir die Proteolyse mit 
Pepsin in salzsaurer Fliissigkeit ist nach S. P. L. Sérensen! 1,6 bis 1,8. 
Da Antitoxin eine so hohe Wasserstoffionenkonzentration nicht ver- 
trigt, muB das py fiir die Proteolyse héher eingestellt werden: noch bei 
pu 2,8 ist die Antitoxinzerstérung sehr bedeutend, wahrend die Wirk- 
samkeit des Pepsins bei py 3,6 stark vermindert ist. Unter den nach- 
stehenden Bedingungen liegt das optimale py fiir den Abbau bei 3,2 
bis 3,4. 

3ei konstantem Verhaltnis zwischen Serum und Pepsin wird die 
Wirksamkeit des Pepsins in héheren Konzentrationen herabgesetzt. 
Eine Verdiinnung des Serum von 1] + 5 geniigt, um einen befriedigenden 
Verlauf der Proteolyse zu sichern: aus praktischen Griinden wird nie 
stirker verdiinnt. Verwendet man eine Serumverdiinnung von | +5 
und stellt diese auf py 3.2 bis 3,4 ein, halt man ferner die Temperatur 


! Diese Zeitschr. 21, 289, 1909. 
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von 32° aufrecht, so ist der Abbau bei der Benutzung von 2 g Pepsin 
(1 : 3000) pro Liter urspriingliches Rohserum nach 240 Minuten so weit 
fortgeschritten, dafs die nun folgende Adsorption mit Erfolg durch- 
gefiihrt werden kann. Ist die Pepsinmenge dagegen geringer, so kann 
das gleiche Adsorptionsergebnis nur durch eine langere Pepsinwirkung 
erzielt werden. Bei héheren Pepsinkonzentrationen kann die Dauer 
der Proteolyse abgekiirzt werden: in diesem Fall ist jedoch die Anti- 
toxinzerstérung wahrend des Pepsinabbaus ganz erheblich gréBer. 

Auch die Temperatur spielt eine wichtige Rolle. Je niedriger sie ist, 
desto linger dauert der Abbau. Bei Zimmertemperatur (18 bis 20°) kann 
der Pepsinabbau nach 7 bis 8 Stunden abgebrochen werden. 

Unter den hier genannten Bedingungen ist das Antitoxin recht stabil, 

und die Mischung kann daher iiber Nacht stehengelassen werden, ohne 
Schaden zu leiden. Als Puffergemisch zur Regulierung des py wird Natrium- 
lactat benutzt. wahrend die Sauerung unter Anwendung von Salzsaéure 
erfolgt; nach beendigter Autolyse wird das py mit Hilfe von Natrium- 
hydroxydlésung korrigiert. 
3. Die Fortadsorption des unspezifischen Proteins. Als das am besten 
veeignete Adsorptionsmittel ist Aluminiumhydroxyd anzusehen, und 
das reinste Praparat sowie die gréB8te Antitoxinausbeute erzielt man, 
wenn die Adsorptionsfliissigkeit auf py 6,5 eingestellt ist: doch haben 
kleinere Abweichungen in der Wasserstoffionenkonzentration (bis etwa 
1. nach oben oder unten) keinen gréBeren EinfluB auf das Endergebnis. 
Acetatpuffer wurde der Fliissigkeit schon vor der Fallung mit Bentonit 
zugesetzt. Obwohl schwach, erweist sich die Puffergemischwirkung bei 
der Einstellung auf py 6,5 als vorteilhaft. 

Nach beendigter Autolyse ist das Serum in einer Verdiinnung von 
1+-5, d.h. 100 cem Serum auf 600 cem verdiinnt, vorhanden. Die Ad- 
sorption wird in der gleichen Verdiinnung. und am zweckmabigsten 
stufenweise vorgenommen. Das verdiinnte Serum wird in einem feinen 
Strahl unter kraftigem Umriihren 5 Vol.-°,, Aluminiumhydroxydgel 
zugesetzt: das Gemisch wird unverziiglich zentrifugiert. Zusatz und 
Zentrifugieren werden 3- bis 4mal wiederholt, so daB der ganze Prozeb 
4- bis 5mal durchgefiihrt wird; die Autolysemischung wird also ins- 
gesamt mit 20 bis 25°,, Aluminiumhydroxydgel behandelt. In der Nahe 
dieser Ziffern liegt nun der Neutralpunkt der Adsorption, welcher sich 
durch die Ausflockung kundgibt: dieser Neutralpunkt kann genau 
berechnet werden, wenn man wahrend der Adsorption eine Ausflockungs- 
iger Verdiinnung nach dem dritten Ab- 


Ore 


messung des Zentrifugats in 1° 
zentrifugieren im Triibungsmesser vornimmt. 


Durch die im vorstehenden beschriebene Adsorptionstechnik wird 
das Antitoxin nur in geringem Ausmab adsorbiert ; der Antitoxingehalt 
der Fliissigkeit und Reinheitsgrad kénnen wahrend der Adsorption fort- 








Re 


Wi 
se 


di 


je 


M 








Reinigung u. Konzentrierung v. Diphtherieantitoxin d. Adsorption usw. 367 


waihrend kontrolliert werden. Das Antitoxin wird mit Hilfe der Ramon- 
schen Ausflockungsmethode gemessen. [Wahrend der Autolyse ging 
die Ausflockungszeit bei 45° auf 5 bis 6 Minuten zuriick (vgl. 4. Hansen!)). 


Der Globulingehalt wird mit dem Triibungsmesser nach der von 
K. Plétner? angegebenen Globulinschnellbestimmungsmethode bestimmt : 
jedoch erwies sich eine Anderung der letzteren als notwendig. Die 
Messung wird in folgender Weise vorgenommen: 


0,lcem Autolysat vor, wahrend cder nach der Adsorption wird mit 
4,4 ecem physiol. Kochsalzlésung verdiinnt, worauf man zu dem verdiinnten 
Serum 5,5 cem gesattigte Ammoniumsulfatl6sung zusetzt. Um eine Schaum- 
bildung zu vermeiden, wird der Inhalt des Glases mit groBer Vorsicht 
gemischt. Nachdem das Glas 10 Minuten gestanden hat, erfolgt die Ab- 
lesung im Pulfrich-Triibungsmesser unter Anwendung von Vergleichtilter 
Nr. 3. Der Durchschnitt der fiinf Ablesungen ergibt die relative Triibung. 
Auf der Basis dieser letzteren berechnet man die absolute Triibung 
pro cem®4, die ihrerseits zur Bestimmung der absoluten Triibung pro Anti- 
toxineinheit dient. Die ganze Berechnung nimmt nur einige Minuten in 
Anspruch und erméglicht es uns, die Reinigung des Antitoxins wahrend der 
Adsorption zu verfolgen. 


In der Regel hat man nach viermaligem Zusatz also nach Ad- 
sorption mit 20°,, Aluminiumhydroxydgel eine 3,2- bis 3,4fache 
Reinigung erzielt, bei einer Ausbeute von 70 bis 80° ,*. Bei vorsichtig 


fortgesetzter Adsorption bis zu der im voraus festgelegten Flockungs- 
grenze kann man ohne Schwierigkeit ein Antitoxin gewinnen, das 
vier- bis fiinfmal reiner als das Ausgangsmaterial ist. Wird hingegen der 
Neutralpunkt iiberschritten, so setzt die Adsorption des antitoxin- 
haltigen Proteins ein, wodurch die Ausbeute ganz bedeutend verringert 
wird, 


!. Die Konzentrierung. Die durch die Adsorption gereinigte, stark 
verdiinnte Antitoxinlésung laBt sich durch Aussalzen, beispielsweise mit 
Ammoniumsulfat bei 55°,iger Sattigung konzentrieren. Handelt es sich 
jedoch um gréBere Mengen, so ist es bequemer, einen Teil des Wassers 
vorher durch Eindampfen im Vakuum oder durch Ultrafiltrieren zu ent- 
fernen. Nierenfilter, die nach Bechhold-Kénigs Angaben (Gebrauchs- 
anweisung der Staatlichen Porzellan-Manufaktur Berlin) mit Ejsessig- 
kollodium prapariert worden sind, eignen sich vorziiglich fiir diesen Zweck. 
Die Impragnierung kann mit 3!/,°,igem Eisessigkollodium erfolgen:; durch 
jedes mit éinem derartigen Belag versehene Nierenfilter kann etwa | Liter 
Wasser pro Stunde abgezogen werden, ohne da der geringste Antitoxin- 
verlust entsteht. Mittels dieser Filter kann das Wasser der Losung entzogen 
werden, bis der Proteingehalt der letzteren 33°, betragt. Freilich ist dieses 
Verfahren in den meisten Fallen nicht sehr vorteilhaft, da die aéuBerst 


1 (Cr. Soc. Biol. CXXIX, 213, 1938. — 2 Diese Zeitschr. 286, 128, 
1936. — 3 Druckschrift Carl Zeiss, Jena, Mess. 430 1/11. — * Samtliche 


Antitoxinmessungen der fertigen Priparate wurden durch Tierversuche in 
unserem Institut nachkontrolliert. 
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zahe und klebrige Masse nur schwer ohne gréBere Verluste aus der Apparatur 
entfernt werden kann. 

Ks ist daher besser, die Filtration abzubrechen, sobald das Filtrat 
ungefahr das Vohimen des angewandten Rohserums erreicht hat und 
danach bei 55°% iger Sattigung mit Ammoniumsulfat auszusalzen. Die 
Fallung wird abfiltriert und die letzten Fliissigkeitsspuren werden ab- 
yesaugt. Der Niederschlag wird in Wasser gelést und in Cellophan- 
schlauchen gegen flieBendes Wasser bis zur Salzfretheit dialysiert. Das 
Dialysat enthalt in der Regel 12 bis 15°, Protein. Das nach diese1 
Methode gereinigte Antitoxin halt sich selbst bei jahrelanger Lagerung 
bei Zimmertemperatur ungetriibt und kann mit destilliertem Wasser in 
jedem Verhaltnis gemischt werden. 


Zusammenfassung. 
Es wird eine Methode zur Reinigung und Konzentrierung des im 
Pferde-Lmmunserum enthaltenen Diphtherieantitoxins beschrieben. 
Die Methode besteht im wesentlichen darin, dal} man das mit 
Pepsin leicht abgebaute Serum einer stufenweisen Behandlung mit 


Aluminiumhydroxyd unterzieht, wodurch unspezifisches Protein fort- 
adsorbiert wird, wihrend das Antitoxin in gereinigtem Zustand zuriick- 
bleibt. Dieses wird dann durch Salzfallung und darauffolgende Dialyse 
konzentriert. 
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Erwiderung zu den Bemerkungen von R. Havemann und 
W. Heubner iiber das Himoglobin-Methimoglobin-Redoxsystem. 
Von 
Otto Sehmidt. 


(Aus dem Institut fiir gerichtliche und soziale Medizin der Universitat 


in Bonn.) 


(Eingegangen am 15, August 1938.) 


Die Berechnung, die Havemann und Heubner in dem zweiten Teil 
ihrer Bemerkungen zu meinen Untersuchungen iiber das Hamoglobin 
Methamoglobin-Redoxsystem! vornehmen, ist in wesentlichen Punkten 
fehlerhaft. Sie wird der Methode, mit der diese Untersuchungen ausgefiihrt 
wurden, nicht gerecht. Offenbar ist den Autoren entgangen, daf hier das 
manometrische gasanalytische Verfahren nach van Slyke und Mitarbeitern 
eingeschlagen wurde. 

Die Methode und das Prinzip der Berechnung dieses Verfahrens sind 
kurz folgende: 

Die Hamoglobinbestimmung der mit Farbstoffgemischen vorbehan- 
delten Methamoglobin- bzw. Hamoglobinlésungen erfolgte nach den An- 
gaben von van Slyke und Hiller. Die Sattigung der Lésung mit CO erfolgte 
hei den angegebenen Drucken. Zur Bestimmung des an das Hamoglobin 
gebundenen CO wurden die Gase aus der Kammer entfernt und unter den 
iiblichen Kautelen 0,25 cem saure Ferricyanidlésung eingefiihrt. Das 
physikalisch geléste und an das Hamoglobin gebundene CO wurde durch 
Evakuieren der Kammer und 3 Minuten langes Schiitteln in Freiheit gesetzt. 
Nach Absorption der CO, mit 1 cem luftfreier Normalnatronlauge wurde 
das vorliegende Gasvolumen auf 2cem komprimiert und der Manometer- 
druck (p,) abgelesen. Nach Entfernen der Gase wurde bei gleichem 
Kompressionsvolumen p, notiert. Fiir die Berechnung gilt die von van Slyke 
und Stadie entwickelte Gleichung: 

cd a 2 B— W S 
Vo, 760 = Vi — aE {1+ : 
760 (1 + 0,003 67 ¢) A S 
V,, 760 bedeutet das aus der Lésung gewonnene und bei 0° und 760 mm Hg 
gemessene Gasvolumen. 
W = Dampfdruck des Wassers. 


t = Temperatur in Grad C. 

« = Verteilungskoeffizient des Gases zwischen Gas und Fliissigkeit. 

ee See 

“ = Bunsenscher Léslichkeitskoeffizient. 

S = Volumen der wasserigen Lésung im Apparat. 

A = vom Gas und der Fliissigkeit wahrend der Extraktion eingenommene 
Raum (50 cem). 

A —S = Volumen der Gasphase. 

T = absolute Temperatur. 


_ 


’, = gemessenes Gasvolumen nach der Extraktion bei ? und B mm Druck. 





1 Diese Zeitschr. 299, 222, 1938. 
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ly kann in dieser Gleichung durch a, das Kompressionsvolumen des 
extrahierten Gases (0,5 bzw. 2,0cem) und B— W durch den gemessenen 
Partialdruck P ersetzt werden. P P; — Po. V,_ 760 ist dann gleich: 
a / S : 
a eae». a ). 
760 (1 + 0,003 67 t) A a 


Unter Beriicksichtigung der Temperaturwirkung auf die Quecksilbersaule 
ergibt sich: 
ii ae a 
Vas (60 P. ore . = ‘(1 
760 (1 + 0,003 84 ¢) 


ie Sey 
Um Vol.-°, zu erhalten, ist der V,, 760-Wert mit 
100 
cem der eingemessenen Probe 
zu multiplizieren. 
r LOO a S 
Vv ].-9/, r P| Te a a’ | 
* eem Probe 761 (1 + 0,003 84 ¢) de Es oa 
oder 
0.1316 / S 
P.| 13164 ; 1 (1 + «')| 
cem Probe 1 + 0,00384 ¢ \ A -. y 
oder 


P -. Vol.- -Faktor. 


Die Werte des Vol.-°,-Faktors fiir 2 cem eingemessene Probe, 7 cem 
Gesamtfliissigkeitsvolumen, 0,5 bzw. 2,0 Kompressionsraum sind von 
van Slyke und Neill in Tabelle II ihrer Arbeit in J. of biol. Chem. 61, 543, 
1924 fiir die einzelnen Temperaturbereiche angegeben. 

Havemann und Heubner begehen bei ihrer Berechnung den Fehler, 

die Vol.-°, nicht auf die Menge der eingemessenen Probe, sondern auf das 
Gesamtfliissigkeitsvolumen zu beziehen. Das widerspricht der ein- 
geschlagenen und angegebenen Berechnung. Die Werte, die die Autoren 
fiir das an das Hamoglobin gebundene CO errechnen, sind dementsprechend 
etwa 3,5mal zu hoch und es ist bei dieser Sachlage verstandlich, daB es 
Havemann und Heubner ,nicht gelungen ist herauszubekommen“, was 
unter Vol.-°, zu verstehen ist. . 
» Berechnet man pro Hamoglobineisen 1 Mol CO, dann entsprechen 
10-8 Mol 0,0224cem CO (bei 0° und 760mm Hg). Ein 1,16 Vol.-%%- 
Gehalt der Lésung an gebundenem CO, der mehrfach gemessen wurde, 
enthalt hiernach nicht 0,078 cem, wie Havemann und Heubner es berechnen, 
sondern 0,0232 cem CO. Das entspricht ziemlich genau dem von mir an- 
gegebenen Wert von 107° Mol. 

Die Methamoglobinlésungen muBten sehr haufig erneuert werden. In 
einigen Proben ist der Hamoglobingehalt in der Tat héher als im Text 
angegeben. Aber diese Abweichung bleibt fiir diese Methode unerheblich. 
Selbst bei den héchst gelegenen Werten ist das zugesetzte Farbstoff-Leuko- 
farbstoffgemisch immer noch in bedeutendem, 26mal gré8erem Uberschu8 
vorhanden. Auf diese fiir die Methode allein ausschlaggebende Beziehung 
zwischen Hamoglobingehalt und Farbstoffgemisch naher einzugehen, ver- 
sdumen leider die beiden Autoren. 

Mit dem Untersuchungsverfahren unvereinbar ist das Vorgehen, die 
physikalisch geléste CO-Menge in einfachster Form nach Léslichkeits- 
koeffizient, Druck und Temperatur zu berechnen. Bei ihrer Berechnung 
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Das Hamoglobin-Methamoglobin-Redoxsystem. was 
begehen die Autoren zudem den gleichen Fehler, die angegebenen Vol.-°,, 
Zahlen aut die Gesamtfliissigkeitsmenge zu beziehen. Jhre Berechnung 
fihrt infolgedessen zu etwa 3,5mal zu hohen Werten. Die Methode ist im 
iibrigen auf die exakte Bestimmung physikalisch geléster CO-Mengen 
nicht eingestellt. Durch das Zufiihren saurer Ferricyanidlésung wird in 
die Apparatur Luft eingeschleppt. Diese Gasverunreinigung bleibt, da es 
sich um vergleichweise Bestimmungen handelt, im vorliegenden Falle 
unerheblich. Sie ist allerdings von Bedeutung, wenn man es fehlgreifend 
unternimmt, die Kontrollversuche gesondert nach der Menge physikalisch 
gelésten CO zu betrachten. Nach van Slyke und Hiller betrigt, wenn statt 
einer Blutidsung Wasser verwendet wird, die durch die zugesetzte saure 
Ferricyanidlésung in die Apparatur eingeschleppte Luftmenge etwa 35°, 
des Gesamtgasgehalts. 

Bei der Verwendung von Wasser sind die Resultate fiir physikalisch 
geléstes CO hinlanglich konstant. Nimmt man die Untersuchungen jedoch, 
wie ich es nach meinen Erfahrungen fiir notwendig halte, mit den ent 
sprechenden Ausgangsblutlésungen vor, dann zeigen sich gegeniiber reinen 
wasserigen Lésungen recht ethebliche Unterschiede. Fiir die Menge des 
in der Lésung absorbierten CO ist es nicht gleichgiiltig, ob reines Wasse1 
oder eine durch Ferricyanid flockig ausgefallte Bhutlésung bei vermindertem 
Druck heftig in einer CO-haltigen Atmosphare geschiittelt wird. Aus den 
in meiner Arbeit angefiihrten Resultaten geht die Abhangigkeit der in de: 
Lésung vorhandenen Case von dem _ festgestellten Hamoglobingehalt 
deutlich hervor. Erwéhnt sei ferner, daB der Abso:ptionskoeffizient fii 
CO im Rahmen von Zimmertemperaturen recht weitgehend schwankt. 
Die bei den Kontrolluntersuchungen erhaltenen unterschiedlichen Werte 
sind auf diese Weise zu erklaren. Sie veranlafiiten mich, die Menge des 
physikalisch gelésten CO in jedem Einzelversuch unter Innehaltung gleiche: 
Bedingungen erneut zu bestimmen. Die in Rechnungstellung eines nach 
physikalischen Uberlegungen errechneten Wertes, die Havemann und 
Heubner glauben vertreten zu kénnen, ist mit der Methcde nicht vereinbar. 

DaB wahrend der Sattigung der mit Farbstoffgemischen versetzten 
Losungen mit CO eine Anderung des anfanglichen Gleichgewichts, auf die 
Havemann und Heubner in dem ersten Teil ihrer Erwiderung naher ein- 
gehen, eintreten kénnte, ist naheliegend. Die Annahme einer derartigen 
Fehlerméglichkeit hat allerdings zur Voraussetzung, da das Verhaltnis 
von Hamoglobin zu Methamoglobin und CO-Hamoglobin zu Methamoglobin 
bei gleichem Potential verschieden ist, oder mit anderen Worten, dal 
CO-Hamoglobin und Hamoglobin sich oxydierenden Einfliissen gegeniiber 
unterschiedlich verhalten. Ein potentiometrisch voneinander abweichendes 
Verhalten der einzelnen Hamoglobinverbindungen, das ich in meiner Arbeit 
naher bestimmt habe, halten die Autoren, wie sie spater darzulegen ver 
suchen, anscheinend nicht fiir erwiesen. Es ist nun interessant festzustellen, 
daB sie an dieser Stelle ihrer Ausfiihrungen eine Ansicht vertreten, die dem 
Ergebnis meiner Untersuchungen durchaus entspricht. 

Der von den beiden Autoren gemachte Einwand ist fiir mich nicht 
iiberraschend. Ich habe vor Inangriffnahme meiner Untersuchungen die 
gleichen Uberlegungen angestellt. Die Einsicht in die Literatur zeigt jedoch, 
da®B der Weg, den Methamoglobingehalt einer Blutlésung durch CO- cde 
O,-Kapazitatsbestimmungen zu ermitteln, schon vielfach beschritten und 
entsprechende Verfahren ausgearbeitet worden sind. Ich verweise auf die 
Untersuchungen von Nicloux, von Conant und Fieser und van Slyke. 
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Insbesondere studierten van Slyke und Vollmund in ganz analoger Weise 
den zeitlichen Verlauf der Methimoglobinbildung nach reichlich molarem 
UberschuB einiger bekannter methamoglobinbildenden Stoffe (Anilin, 
Nitrobenzol, Ferricyanid und Nitrit). Stets wurden, wie es scheint, fehler- 
freie Resultate erhalten. 

Sollte die Uberfiihrung des anfanglich vorliegenden Hamoglobinanteils 
in CO-Hamoglobin das Gleichgewicht tatsachlich in bemerkenswertem MaBe 
verandern, dann miiBten simtliche auf diese Weise durchgefiihrten Bestim- 
mungen zu annahernd gleichen Ergebnissen gefihrt haben. Das ist aber 
weder bei meinen Versuchen der Fall, noch zeigt sich dies bei den in der 
Literatur beschriebenen Untersuchungen. Ich habe schlieBlich, wo immer 
es anging, meine Befunde durch spektrographische Messungen kontrolliert, 
die in guter Ubereinstimmung zu den gasanalytischen Untersuchungen 
standen. 

Von irgendwie praktischer Bedeutung scheint diese theoretisch durch- 
aus gegebene Fehlerquelle in der Versuchsanordnung nicht zu sein. Immer- 
hin ist dieser Einwand interessant genug, ihm gréBere Aufmerksamkeit 
zu schenken. Ich erhielt in unlangst vorgenommenen Versuchen, in denen 
sauerstofffreie, mit 95° iger reduzierter Dichlorphenolindophenollésung 
eine halbe Stunde vorbehandelte, Methamoglobinlésungen (py 7) unter 
sonst gleichen Bedingungen verschieden lange Zeit mit CO von 20 mm 
Partialdruek geschiittelt wurden, folgende Resultate : 


nach 2 Minuten langer CO-Einwirkung 0,721 Vol.-% 
Py. eer rf rv 0,734 ,, 


ss 6 ef nm - OO 4 
yg hE atg es is 0,762 —,, 
i aS Es sy ss 1:06)? % 


Eine Anderung des anfanglichen Gleichgewichts ist hiernach erst nach 
langerer Versuchsdauer eingetreten. Diese Anderung liegt auBerhalb der 
in meinen Versuchen eingehaltenen Bedingungen. 

Die von Havemann und Heubner gegen die Methode erhobenen Einwande 
haben sonach einen prinzipiellen Fehler nicht ergeben. Ihre Ausfiihrungen 
beruhen auf einer mangelhaften Kenntnis der kiteratur und des Verfahrens 
und einer sich hieraus ergebenden fehlerhaften und fehlgreifenden Be- 
rechnung. 

Gegeniiber dem elektrometrischen Verfahren bietet der von mir ein- 
geschlagene Weg den Vorteil der besseren Ubersichtlichkeit. Worauf sich 
eine indifferente Elektrode bei der Messung hochmolekularer Substanzen 
schlieBlich einstellt, ist mitunter recht ungewiB. Wenn bei der elektro- 
metrischen Bestimmung das Gleichgewicht nach vielen Schwankungen 
sich erst nach Verlauf von mehreren Stunden einstellt, so kann man nur 
hoffen, das gewiinschte System gemessen zu haben, wissen kann man es 
nicht. Als Beleg fiir diese Auffassung méchte ich auf die in ihren Ergeb- 
nissen wenig einheitlichen Untersuchungen von Conant verweisen und die 
sehr sorgfaltig und genau belegte Nachpriifung von Saito und schlieBlich 
auf die mit den Saitoschen Wntersuchungen wenig iibereinstimmende 
Messung von Havemann und Wolf, die allerdings die Arbeiten von Saito 
nicht erwaéhnen. Ich selbst erhielt ahnlich wie Saito mit platinierter Platin- 
elektrode so wenig iiberzeugende Ergebnisse, daB ich mich veranlaBt sah, 
die Elektrcde zur Seite zu legen und die Messungen unter Ausschaltung des 
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elektrischen Verfahrens mit Farbstoffen vorzunehmen. Besser reprcduzier- 
bare Untersuchungsergebnisse erhielt ich iibrigens bei der potentiometrischen 
Titration einiger Hamin-Hamochromogensysteme, iiber die ich demniachst 
berichten werde. 

Eine Erwiderung und Richtigstellung verlangt die von Havemann und 
Heubner diskutierte Reduzierbarkeit von Oxyhamoglobin durch Wasser- 
stoff in Anwesenheit von Platinasbest. Man kann selbstverstandlich durch 
jedes inerte Gas durch Senkung des Sauerstoffpartialdruckes den gleichen 
Erfolg herbeifiihren. Wasserstoff wirkt dann nicht anders wie Stickstoff 
und es ware verfehlt, in diesem physikalisch zu deutenden Vorgang den 
Wasserstoff oder Stickstoff als ,,Reduktionsmittel‘* anzusehen. Ist der 
Wasserstoff jedoch durch Platinasbest aktiviert, dann hat er ein bestimmtes, 
gut reproduzierbares und sogar stark negatives Potential, das von py der 
Lésung abhangt. Unter diesen Umstiinden ist der Wasserstoff sogar wesent - 
lich starker reduzierend wirksam als die Leukoform der von mir benutzten 
Farbstoffe und sein Potential ist zweifellos negativ genug, Oxyhaimoglobin 
zu reduzieren. Dissoziationseinwirkungen und Reduktionseinfliisse lassen 
sich bei der Anwendung von aktiviertem Wasserstoff gar nicht voneinander 
trennen. Nach langerem Einleiten von Wasserstoff stellt sich nach der 
Reduktion samtlicher potentialpositiveren Substanzen das fiir py 7,0 
geltende stark negative Potential von — 420 Millivolt ein. 

In meiner Arbeit habe ich mich bemiiht, die Uberfiihrung der be- 
kanntesten Hamoglobinverbindungen in Methamoglobin potentiometrisch 
festzulegen. Ich untersuchte die Oxydationsstellung (Cberfiibrung in 
Methaimoglobin) von Hamoglobin, O,-Hamoglobin, CO-Hamoglobin und 
NO-Hamoglobin. Im weiteren iiberpriifte ich die Reduktionsstellung von 
Methamoglobin, Cyanhimoglobin und Fluormethimoglobin. Havemann 
und Heubner haben meine Arbeit wenig aufmerksam gelesen, wenn sie 
behaupten, ich hielte samtliche untersuchten Uberfiihrungsvorgange fiir 
echte reversible Redoxsysteme. Eine Redoxnatur habe ich lediglich in der 
Uberfiihrung von Hamoglobin in Methamoglobin und von Hamoglobin in 
Oxyhamoglobin, was ja nichts Neues bedeutet, nachgewiesen. Ob Cyan- 
hamoglobin-Methamoglobin ein Redoxsystem ist, das méchte ich nach 
meinen Untersuchungen ebenfalls annehmen. Im iibrigen aber habe ich 
die Vorgainge der Methaimoglobinbildung nur einseitig gemessen und bin 
lediglich auf die Erscheinungen, die sich bei der Reduktion von Methamo- 
globin in Anwesenheit von Sauerstoff zeigen, niher eingegangen. Sie haben 
mir, entgegen der irrtiimlichen Auffassung von Havemann und Heubner, 
keine Veranlassung gegeben, von einer echten Reversibilitat des Vorganges 
zu sprechen. Diese irrtiimliche Auslegung meiner Untersuchungen veranlabt 
die Autoren zu laingeren Auseinandersetzungen. 

Die erwahnten Untersuchungen von Neill und Hastings lassen sich 
potentiometrisch iiberhaupt nicht auswerten. Bei den von ihnen ver- 
wendeten Substanzen (Pneumococcenextrakt, anaerobe Bazillen, Fisch- 
leinél, Terpentin und alkoholische Kartoffelausziige) handelt es sich gréBten- 
teils um chemisch unbekannte Stoffe, deren Oxydationsvorgang bei der 
angewandten Versuchsanordnung sich gar nicht iiberblicken laBt und 
deren Potentialstellung véllig unbekannt ist. Demgegeniiber bieten meine 
Untersuchungen mit Farbstoffgemischen von genau definiertem Potential 
eine weit bessere Ubersichtlichkeit. Bemerkenswert ist, dafgX Neal und 
Hastings bei reduziertem Hamoglobin und CO-Hamoglobin keine Met- 
hamoglobinbildung fanden. Das steht in guter Ubereinstimmung mit der 
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Wirksamkeit der von mir untersuchten Farbstoffgemische niederen Poten 
tials. Auch sie heben hervor, daB Stoffe, wie Ferricyanid (gemeint sind 
offenbar Substanzen positiveren Potentials) die Anwesenheit von Sauerstoff 
nicht erfordern. 

Dab die einzelnen Hamoglobin- bzw. Methimoglobinderivate zu ihre: 
Oxydation bzw. Reduktion ein jeweils verschiedenes Potential erfordern, 
ist nach meinen Untersuchungen nicht zu bezweifeln. Worauf dieses Ver- 
halten zuriickzufiihren ist, dariiber habe ich mich jeden Urteils enthalten. 
Die von Havemann und Heubner vertretene Auffassung, daB die einzelnen 
Hamoglobinverbindungen vor ihrer Oxydation in Methamoglobin das 
molekulargebundene Gas los werden miiBten, um als Hamoglobin reagieren 
zu koénnen, wird den Tatsachen nicht in befriedigender Weise gerecht. 
Potentiale, die Hamoglobin in bedeutendem Grade in Methamoglobin iiber- 
fiihren, lassen bei CO- und NO-Hamoglobin noch keine Methamoglobin- 
bildung erkennen, greifen aber das Oxyhaimoglobin wesentlich vollstandiger 


an. NO-Hamoglobin zeigt beispielsweise bei -+ 224 Millivolt noch kein 
Methamoglobin. Selbst das bei etwa + 350 Millivolt liegende Potential 


des Chinons 1la8t nach den Angaben von Haurowitz kein Methamoglobin 
auftreten. Ganz ahnlich liegen die Verhaltnisse bei CO-Hamoglobin, anders 
dagegen bei O,-Hamoglobin. FaBt man das NO-Hamoglobin, ahnlich wie 
CO- und O,-Himoglobin als eine dissoziierende Verbindung auf, dann 
miiBte der N O-freie Anteil bei einem Potential von beispielsweise + 300 Milli- 
volt zu 98°, in Methamoglobin iiberfiihrt werden. Diese Methamoglobin- 
bildung wiirde zu einer weiteren Dissoziation des N O- bzw. CO-Hamoglobins 
fiihren, so da die Lésung schlieBlich das dem Potential entsprechende 
Mischungsverhaltnis des Methimoglobin-Hamoglobinsystems aufweisen 
wide. Unter der Annahme, daB dje Oxydation sich stets an einem ein- 
heitlichen Reaktionspartner abspielte, diirften sich somit Unterschiede in 
dem Oxydationspotential der einzelnen Himoglobinverbindungen (QO,-, CO-, 
NO-Hamoglobin) iiberhaupt nicht ergeben, was aber nach den in der 
Literatur angegebenen Beobachtungen und meinen eigenen Untersuchungen 
durchaus nicht zutrifft. Vielmehr hat man den Befunden eine Deutung 
zu geben, in der der Oxydationsvorgang sich nicht an einem einheitlichen 
Reaktionspartner abspielt, sondern die vorliegende Hamoglobinverbindung 
selbst beeinfluBt. Wenn man sich auf theoretis¢he Erérterungen iiber diese 
noch ungekliarten Vorgiange einlaBt, so muB die Tatsache einer verschiedenen 
Reaktionsweise der einzelnen Hamoglobinverbindungen doch wohl besser 
beriicksichtigt werden, als es in der von Havemann und Heubner geauBerten 
Auffassung der Fall ist. 


Die von Hewbner und seinen Schiilern vorgenommenen Untersuchungen, 
auf die in vorstehender Erwiderung ausfiihrlich eingegangen wird, lassen 
sich fiir die potentiometrische Bearbeitung wenig verwerten und ich bedauere 
es, da meine im Thema eng gefaBte und auf die potentiometrische Er- 
forschung des Methamoglobins eingestellte Arbeit mir so wenig Gelegenheit 
gegeben hat, auf die wertvollen, sich mit anderen Fragestellungen be- 
schaftigenden Untersuchungen von Heubner und seinen Mitarbeitern naher 
einzugehen. Wesentlich Neues haben die Autoren durch die ausfiihrliche 
Wiedergabe ihrer bekannten Untersuchungen zu dem hier interessierenden 
Problem nicht gebracht. Ihre Arbeiten beschaftigen sich vorziiglich mit 
dem Chemismus methamoglobinbildender Substanzen, lassen aber die 
Frage der Potentialstellung der einzelnen reagierenden Stoffe unberiick- 
sichtigt. Aber nur von dieser Seite ist das Problem der Methdmoglobinbildung 
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zu ldsen. Wenn wir tiber die Oxydationsstairke der aut den Blutfarbstoff 
einwirkenden Substanzen oder ihrer auftretenden Zwischenprodukte 
orientiert sind, ist, sofern uns die Redoxstellung der vorliegenden Hamo- 
globinkérper bekannt ist, das Auftreten oder Verschwinden von Methimo- 
globin rein mathematisch zu lésen. Dieser Grundsatz gilt nicht mur fiir die 
Deutung des Oxydations-Reduktionsproblems des Blutfarbstoffs, sondern 
ganz allgemein fiir jede der unendlich zahlreichen mit einer Anderung in 
der Valenz einhergehenden chemischen Umsetzungen. Wenn Havemann 
und Heubner in ihrer Erwiderung beziiglich der Einwirkung von Nitrit auf 
den Blutfarbstoff nunmehr als wirksame Faktoren das Oxydationspotential 
des Methamoglobin-Himoglobins dem der salpetrigen Saure — Stickoxyd 
baw. Stickstoffdioxyd — Stickoxyd gegeniiberstellen, so bedeutet diese prii- 
zisere Formulierung der wirksamen Krafte einen bedeutenden Fortschritt in 
der Betrachtungsweise der Vorgange gegeniiber der zitierten Arbeit von Rolf 
Meier, die sich lediglich mit den Umsetzungsgleichungen beschaftigt, das 
Potential der enistehenden Produkte und seine Abhangigkeit vom unter- 
suchten py aber unberiicksichtigt la48t und gar nicht diskutiert. Die 
,.Komplexaffinitat des Stickoxyds zum Blutfarbstoff**, die nach Ansicht 
der beiden Autoren fiir die Deutung der Methamoglobinbildung ,,natiirlich 
auBerdem mit in Betracht zu ziehen ist,** 4ndert nach meinen Unter- 
suchungen das Potential der Methamoglobinbildung gegeniiber dem gas- 
freien Produkt ganz wesentlich. Das Normalpotential dieses Uberganges 
habe ich bei annaihernd + 380 Millivolt bestimmt. Diese Gr6éBe in der 
(fiir die Umsetzung aus Nitrit noch aufzustellenden) Potentialgleichung 
zu streichen oder fiir die Deutung der Befunde ,,fiir unnétig zu halten,‘' 
ist selbst nach Ansicht der beiden Autoren nicht angangig. 

Das Potential im Komplexsystem laBt sich in den hier interessierenden 
Einzelheiten klarer tiberblicken als Havemann und Heubner es am Hamo- 
globin-Cyanhamoglobin zur Darstellung bringen. Wid einer Mischung 
von Methimoglobin und Hamoglobin, von der die Autoren ausgehen, 
Cyanid hinzugefiigt, dann geht der gréBte Teil des Methamoglobins in 
Cyanhamoglobin iiber. Das Potential der Lésung ist durch den Cyanhamo- 
globingehalt stark nach der negativen Seite verschoben. Bei Vorliegen von 
50% Cyanhamoglobin fand ich Ey bei etwa — 252 Millivolt. Bei dieser 
Potentialstellung ist der Methamoglobingehalt der Lésung unendlich gering. 


Sein Verhaltnis zu Hamoglobin ist, wenn EF, Methamoglobin-Hamoglobin 


zu + 211 Millivolt angenommen wird, entsprechend der Potentialdifferenz 
von 0,463 Volt ( 211 bis — 252 Millivolt) gleich 
0,463 
1 : 199,060 1: 107,71 1: 50000 000. 


Es ist klar, daB ein derartig geringer Methamoglobingehalt fiir das Potential 
nicht mehr, wie Havemann und Heubner es zu Unrecht annehmen, von 
bestimmendem EinfluB sein kann. Potentialbestimmend ist vielmehr der 
weitaus gréBere Gehalt an Cyanhamoglobin. Die Verhaltnisse liegen nicht 
wesentlich anders, wenn man das von Havemann und Wolff gemessene 
Normalpotential von + 90 Millivolt in Rechnung stellt. Die Potential 
differenz gegen das Methimoglobin-Hamoglobinsystem betragt bei 50° igem 
Cyanhamoglobingchalt 0,342 Millivoli. Das Methamoglobin liegt gegeniiber 
dem Hiamoglobin dementsprechend in einem Verhiltnis von 


0,342 


1 : 199,060 1: 105,7 1: 500 000 
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vor. Zieht man den geringen Dissoziationsgrad des Cyanhimceglobins mit 
in Betracht, dann beleuchtet dieses Beispiel eindeutig, da das bei diesem 
Potential vorliegende Methamoglobin keinen potentialbestimmenden EinfluB 
mehr haben kann. Das Verhaltnis dieser Zahlen wird nicht wesentlich 
geindert, wenn man statt des 50% igen Reduktionsgrades des Cyanhimo- 
globins einen fast rein reduzierten Zustand zugrunde legt. So steht beispiels- 
weise bei 95 °jiger Cyanhamoglobinreduktion der Methamoglobingehalt in 
der cyanfreien Komponente immer noch in der Verhaltniszahl von etwa 
rund 1: 3000000 (wenn EH, = + 211 Millivolt) bzw. 1: 30000 (wenn 
E, + 90 Millivolt ist). Es ist klar, daB unter diesen Umstanden das 
Potential immer vom Cyanhamoglobin und nicht vom Methaimoglobin 
bestimmt wird. Die Reduktion wird also nicht am Methaimoglobin, wie 
Havemann und Heubner es meinen, sondern am Cyanhaimoglobin selbst 
angreifen. 

Aus den von mir vorgenommenen Messungen lit sich tiber die Cyan- 
komplexbindung des zweiwertigen Hamoglobineisens nichts aussagen. 
Diese Verbindung mag weitgehend dissoziiert oder vielleicht auch gar nicht 
nennenswert existenzfahig sein. Ahnliche Verhaltnisse haben wir bei der 
Potentialanderung des Eisens nach Zusatz von Fluoriden vor uns, bei denen 
das Potential des Ferri-Ferrosystems je nach der Konzentration und dem 
Pu von + 700 bis auf 0 Millivolt und sogar noch auf die negative Seite 
verschoben werden kann. Auch bei diesem Komplexsystem ist die Bindung 
an Fe** nicht existenzfahig und nicht in nennenswertem MaBe nachweisbar. 
Entgegen der von den beiden Autoren geaéuBerten Meinung mag dieses 
Beispiel zeigen, daB analoge Verhiltnisse, wie ich sie beim Cyanhamoglobin- 
Hamoglobinsystem vermute, sich in der anorganischen Chemie auffinden 
lassen und dai man den Vorgangen keineswegs eine sinnentstellende Deutung 
zu geben braucht. J 

frwahnt sei, daB die Bildung von Cyanhaémoglobin nur in extra- 
cellular liegendem Blutfarbstoff zu erreichen ist. Ich habe seinerzeit dariiber 
berichtet, daB sich in einer Blutkérperchenaufschwemmung kein Cyan- 
hamoglobin bildet, solange die Zellen intakt sind. Bei Beginn der Himolyse 
ist nur die blutig gefarbte haimolysierte Fliissigkeit cyanhamoglobinhaltig, 
nicht aber die intaktgebliebene Blutkérperchenaufschwemmung. Werden 
die Blutkérperchen in Kochsalz gewaschen, so bleibt ihr Inhalt auch nach 
Hamolyse cyanhamoglobinfrei, auch dann, wenn der Blutfarbstoff mit 
Ferricyanid in Methamoglobin iiberfiihrt wird. Im Leichenblut fand ich 
Cyanhamoglobin nur im hamolysierten Blutserum. Die Blutkérperchen- 
aufschwemmung zeigte kein Cyanhémoglobin. Im Tierexperiment zeigten 
sich dieselben Bilder. Cyanhaimoglobin fand sich nur in der himolytischen 
Serumfliissigkeit, nicht aber in den intakten Blutkérperchen. Ganz analog 
verhalt sich das Ferricyanid, ahnlich das Chlorat. Nitrite sind dagegen 
zelldurchlassig. Zutreffendere und begriindetere Beweise als sie sich aus 
diesen Beobachtungen fiir die Membranundurchlassigkeit des Cyanradikals 
ergeben, diirften wohl kaum zu erbringen sein. 
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Physikalisch-Chemische Untersuchungen 
iiber den proteolytischen Abbau von Antidiphtherie-Serum. 
Von 
Dr, Fernando Modern und Dr, Guillermo Ruff. 
(Aus dem Bakteriologischen Institut des Departamento Nacional de Higiene 
in Buenos Aires.) 


(Eingegangen am 24, Oktober 1938 *.) 


Im Jahre 19261 gelang es uns, mittels Elektrodialyse eine quanti- 
tative Fallung des antitoxischen Anteils unter Abtrennung der Globuline 
herbeizufiihren. Im Marz 1930 veréffentlichten wir eine Arbeit”, welche 
die Gewinnung gereinigter Antitoxine zum Ziele hatte, wozu das 
Antitoxin durch das Toxin gefallt wurde. Wir erhielten so Einblicke 
in die Léslichkeit des Toxin-Antitoxinniederschlags bei verschiedenem 
pu und den EiweiBgehalt des wiedergewonnenen Antitoxins. Wir unter- 
suchten ferner? die Reinigung des Antidiphtherieserums durch Warme- 
koagulation in Gegenwart von Salzen und konnten feststellen, dab 
bei 769°C eine teilweise Zerstérung der Antitoxine erfolgt, trotzdem 
aber eine VergréBerung des Verhaltnisses Antitoxische Einheit (A. E.) 
zu Protein bewirkt und eine zwei- bis dreifache Erhéhung des 
Wirkungswertes erzielt wird, der jedoch niemals 11000 A. E. pro g 
Eiweif iiberschreitet. Wir untersuchten ferner die Adsorption des Anti- 
diphtherieserums durch Aluminiumhydroxvd* und wiesen nach, dal 
gefalltes Aluminiumhydroxyd ein ausgepragtes Adsorptionsvermégen 
bei neutraler Reaktion besitzt. Allerdings zeigt Aluminiumhydroxyd 
kein elektives Adsorptionsvermégen weder fiir EiweifS noch fiir Anti- 
toxine, da das Verhaltnis A. FE. /Eiwei®B unverandert bleibt. In der vor- 
liegenden Arbeit, die wir auf Anregung von Dr. Sorde/li unternahmen, 
untersuchten wir die Reinigung der Antitoxine nach einer von /van 
Parjentjow angegebenen Methode, die uns nur im Referat® bekannt ist 
und die darin besteht, die Antitoxine durch Proteolyse mit Pepsin zu 
reinigen, bei einer Aciditaét, die py = 4 nicht iiberschreitet. Man 
erreicht nach diesem Autor einen Abbau des gréBten Teiles der Serum- 
proteine. 

Wir lieBen verschiedene Proteasen auf das Serum einwirken, und 
zwar bis zu einem solchen Grad, daB der antitoxische Wert des Serums 


” D sutsch von = Matula (Wien). ioe! R. We rnicke u. F. Modern. 
Rev. del Inst. Bact. 4, 441, 1926. — 2? F. Modern u. R. Wernicke, ebenda 
5, 705, 1930. - % R, Wernicke u. F. Modern, ebenda 5, 713, 1930. 

4 Dieselben, Rev. Soc. Biol. 5, 690, 1929. — *® Ivan A. Parfentjew, V.S. 2, 


65. 196, 22. Dezember: Chem. Abstracts 3, 1165, 1937. 
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nicht zerst6rt wurde. Man kann auf diese Weise einen groBen Anteil des 
KiweiBes vom antitoxischen Prinzip, dessen chemische Natur uns un. 
bekannt ist, abtrennen. Die dadurch erhaltenen Antitoxine sind reiner 
als jene, die wir bei unseren friiheren Untersuchungen erhalten hatten. 
Wir verwendeten immer Antidiphtherieserum und als eiweiBspaltende 
Fermente Pepsin, Trypsin und Papain. Pepsin und Trypsin wurden 
in einer Konzentration von 2°/,), Papain in einer solchen von 4°/o, 
verwendet. Die Proteolyse erfolgte stets in der Warme, bei den ersten 
Versuchen bei 37°C; da jedoch der Abbau bei dieser Temperatur zu lang- 
sam erfolgte, erhéhten wir die Temperatur auf 48 bis 569°C, wobei wir 
wegen der Thermolabilitat der Fermente Sorge trugen, daB diese Tem- 
peratur nicht tiberschritten wurde. Pepsin verwandten wir bei py = 3 
und 4, Trypsin bei 6,5 und 8,0 und Papain bei 5,0 und 8,0. Obgleich 
das Optimum der proteolytischen Pepsinwirkung bei py = 1,5 bis 2 
liegt, arbeiteten wir nicht bei dieser Aciditat, weil datei ein grofer Teil 
der antitoxischen Wirkung verloren geht. Die Anwesenheit von Elektro- 
lyten tibte keine ungiinstige Wirkung aus. Die Sera wurden immer vor 
der Proteolyse mit destilliertem Wasser verdiinnt. 

Eine oberflachliche Priifung der proteolytischen Spaltung ergab die 
Anwesenheit von Albumosen in den Ultrafiltraten der so behandelten 
Sera, d. h. die Anwesenheit von Substanzen, welche die Biuretreaktion 
geben und bei Sattigung mit Ammonsulfat ausfallen. Niemals jedoch 
konnten wir die Anwesenheit von Péptonen feststellen, d. h. Substanzen, 
welche nicht in gesattigter Ammonsulfatlésung, wohl aber durch Tannin 
oder Alkohol gefallt werden. Wie vorauszusehen war, enthielten die 
Ultrafiltrate keinerlei hitzekoagulable Stoffe (Proteine). Die Unter- 
suchung abiureter Substanzen (Aminoséuren), die eventuell beim Abbau 
entstanden sein kénnten, haben wir einem spateren Zeitpunkt vor- 
behalten. e 

i 1. Reinigung des Pepsins. 

Wir versuchten eine Reinigung des Pepsins durch selektive Ad- 
sorption und darauffolgende Elution zu erzielen. Als Adsorbens wurde 
Ca, (PO,), verwendet, das wir nach L. Utkin’ herstellten und welches 
bessere Ergebnisse als die verschiedenen Aluminiumhydroxyde nach 
Willstdtter ergab. 

Das Adsorbat konnte leicht durch Dekantieren oder besser noch 
durch Zentrifugieren abgetrennt werden, wenn das py des Gemisches 
bei 5 bis 5,5 lag. Das Ca, (PO,),-Gel besitzt ein selektives Adsorptions- 
vermégen fiir Pepsin und einen groBen Teil der EiweiBabbauprodukte. 

Das verwendete Antidiphtherieserum zeigt wegen seines Eiweib- 
gehalts ausgeprigte kolloide Eigenschaften, mit denen die Fallungs- 


! Diese Zeitschr. 267, 64, 1933. 








;. a a is ae ee 


~ 








les 


yn 





Proteolytischer Abbau von Antidiphtherie-Serum. 379 


eigenschaften in engem Zusammenhang stehen. So beobachteten wir, 
daB EiweiBfraktionen, die erst durch 22°, Na,SO, gefallt werden, 


bei einer zweiten Fallung schon bei 13,5°,, ausfallen (siehe Protokoll). 
Im ersten Fall sind die kolloiden Micellen mehr hydratisiert, im zweiten 
weniger, wie man durch Viskositaétsmessungen feststellen kann. Im 
iibrigen beriicksichtigen wir bei unseren Fraktionierungsversuchen 


immer die Konzentration des urspriinglichen Serums. 


Adsorption des Pepsins durch das Phosphatgel. Die Adsorption wurde 
immer bei einem py zwischen 5 und 5,5 durchgefihrt. Wir verwandten 
nach den Angaben von Parfentjew zur py-Eimstellung immer HCl und 
NH,OH, niemals NaOH cder Na,CO,, da letztere das Pepsin zerstéren. 
Um das Optimum der Adsorption festzustellen, setzten wir zu 10 cem det 
PepsinIicsung (pu 5) verschhedene Mengen des 2,15 °jigen Gels zu, zentri 
fugierten und stellten den Wukungsgied in 2 cder 3cem der i.berstehenden 
Fliissigkeit fest. Wir verwandten Pepsin Parke-Davis (1: 10000) in 1 Giger 
Lésung. Das Pepsin wuide in n/10 HCl gelést und vor Zugabe des Fhosphat 
gels auf pu 5 gebracht. Die proteolytische Wikung des Pepsins wurde 
nach der Methcde von Gross gemessen. 


Das Pepsin wirkte bis zum 13. Versuchsréhrchen der Serie, was einer 
Konzentraticn ven 1,1 .10-®g Pepsin in 10 cem der Caseinl(sung (0,01 g) 
entsprach, d. h. 1 g Casein benétigte zu seiner vélligen Proteolyse 0,000 11 g 
Peps.n (Konzentration etwa !/;o999)- 





Uberstehende Fliissizkeit 


Roéhrehen Pepsin, 1°/o Gelsuspension H,O 
Nr. ecm ecm ecm 1 com 3 cem 
1 1 0,5 8.5 
2 1 1,0 8,0 +. ae 
3 1 1,5 7,5 =e 1 
4 1 2,0 7,0 Abii 1 
5 | 3,0 6,0 a ae Set ae perabvitscad 
6 1 4,0 5,0 thnks beck fs ods hab 
7 l 5.0 4.0 a aes eer 
8 1 8,0 1,0 

Testprobe 


Im Réhrcehen Nr. 5 der iiberstehenden Fliissigkeit ist kein Pepsin 
mehr vorhanden, denn man erhailt in Anwesenheit von Na-Acetat einen 
Caseinniederschlag (+ +++), der gleich jenem ist, wie in der Vergleichs 
probe, die nur Casein enthalt. Es wird also eine | °,ige Lésung von Pepsin 
vollstandig von 3 cem der 2,15 °% igen Gelsuspension adsorbiert. Das adsor 
bierte Pepsin kann mittels 1°%iger Oxalséiure eluiert und mittels eines 
Alkohol-Athergemisches wieder ausgefallt werden. 


Aufeinanderfolgende Adsorptionen und Elutionen von Pepsin (1% bei 
PH 5 bis 5,5). Auf Grund des obigen Versuchsergebnisses mischten wir 
10cem der Pepsinlésung mit 30cem der Gelsuspension, schiittelten und 
zentrifugierten. Die iiberstehende Fliissigkeit zeigte keinerlei proteolytische 
Wirksamkeit. Das Adsorbat wurde zweimal hintereinander mit 10 cem 


25* 
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| %iger Oxalsidure eluiert. Von einem Gesamtstickstoffgehalt von 0,0127 g, 
der im Adsorbat enthalten war, eluierten wir 0,00854 g¢ N, d.s. 70°, des 
fixierten Stickstoffs. Das eluierte Pepsin wurde durch eine Alkchol-Ather 
mischung gefillt (4cem Alkohol-A heimischung auf 1 cem Pepsinlésung). 
Das gefallte Pepsin lésten wir in n/10 HCl und bestimmten sein Proteolyse- 
vermégen und seinen Stickstoffgehalt. Die urspriingliche Pepsinlésung ent- 
hielt in lcem 0,02 g N und proteolysierte bis zum 13. Réhrchen der Serie 
nach Gross. Das gereinigte Pepsin enthielt im gleichen Volumen 8,0 . 10> g 
N und proteolysierte bis zum 7. RChrchen. Das bedeutet also eine Reinigung 
um mehr als das Zehnfache. Bis viermal wiedeiholt aufeinanderfolgende 
Adsorptionen und Elutionen ergaben, daB das Pepsin stets vollsténdig ad 
sorbiert wird und da die iberstehenden Flissigkeiten Stickstoff enthielten: 
jedoch ist das durch Alkohol-Athergemisch gefallte Pepsin nur schwer 
wieder léslich, selbst wenn die Fallung bei 6° ausgefihrt wurde. 


Der peptische EiweiBabbau von Antidiphtherieserum bei verschiedenen 
pu und verschiedenen Temperaturen. 

Die py-Bestimmungen in den verschiedenen Versuchslésungen 
erfolgten mit Glaselektroden nach Holder, wobei die Elektroden vor 
jeder Bestimmung mit Pufferlésungen kontrolliert wurden. Mittels 
dieser Methode fanden wir das Optimum der Pepsinwirkung auf die 
Sera bei pu = 1,5 bis 2; wie wir jedoch in friitheren Arbeiten zeigten, 
wird dureh diese Aciditét der antitoxische Wert vermindert, weshalb 
wir bei einem py zwischen 3 und 4 arbeiteten. 


Zunichst untersuchten wir die Proteolyse bei 37°C und setzten sie 
durch 8 Tage fort. 100 cem des Antidiphiherieserums, welches 16000 A. E. 
im eem enthielten, wurden durch Zusatz von 4 ccm H,SO, auf ein py 4,6 
gebracht, weitere 100 ccm in gleicher Weise auf py 3. Dann wurden 
jedem Serum 10cem einer | °9igen Pepsinlésung zugesetzt. Nach 20 Stunden 
bemerkte man im Serum vom pq = 4,6 keinerlei Abnahme des Antitoxin- 
gehalts, wihrend bei py = 3 nur mehr 35% des anfanglichen Wertes vor- 
handen waren. Nach 48 Stunden war das py im ersten Serum auf 4,5 
gesunken; das andere zeigte gelatin¢se Beschaffenheit, ein py 3,7 und 
hatte fast vollkommen seinen Antitoxingehalt verloren. Wir verfolgten 
den EiweiLabbau nach der Methcde von Sérensen und konnten zeigen, dab 
im Serum von py 4,6 und bei 37°C fast keinerlei Freiwerden von 
Aminosiuren cder Aminosiuregiuppen, die durch Formoltitration erfafbar 
waren, erfolgte. 

Am zweiten Tage wurde die Fliissigkeit py 4,6 durch das Phosphat- 
gel adsorbiert. In der iiberstehenden Flissigkeit fanden wir das Verhaltnis: 
200 A. E./0,0015 g Stickstoff, also 130000 pro g N, wihrend die Fliissigkeit 
vor der Proteolyse beim gleichen Verfahren den Wert: 200 A. E./0,0017 

120000 ergeben hatte. Nach Ausfallung der Globuline in den iiber- 
stehenden Fliissigkeiten mit 22° igem Na,SO, erhielten wir in beiden 
Fliissigkeiten einen Wert von ungefihr 260000. 

Die urspriinglichen Sera enthielten 13,16 mg formoltitrierbaren Stick- 

stoffs, der in 8 Tagen auf 21 mg anstieg. 


Auf Grund dieser Versuche gelangten wir zu dem Schlusse, daB die 
Proteolyse in dieser Form zu keinem Resultat fiihrte und daB wir héhere 
Temperaturen verwenden muBten. Wir versuchten daher die Proteolyse 
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bei 48°C und wendeten zur Erreichung einer weiteren Reinigung die 
Ultrafiltration an. 


Zu 500 cem eines Antidiphtherieserums mit 780 A. E. im cem fiigten wir 
500 cem destilliertes Wasser hinzu. Einem anderen Teil des verdiinnten 
Serums setzten wir 25cem n H,SO, und 2¢ Pepsin zu, das in 20 cem 
n/10 HCl gelést war. Es ergab sich ein py 4.4. Das ganze wurde 
24 Stunden lang bei 48° C 
teolysierten Serums (wie die Methcde nach Sérensen ergab, hatte eine 
deutliche Proteolyse  stattgefunden) 500cem der Gelsuspension zu, 


gehalten. Dann figten wir zu 950 cem des pro 


schiittelten und zentrifugierten. 

Der Vergleich der antitoxischen Wirkung mit jener des Ausgangs 
serums ergab einen Verlust von nur 20°). Wir brachten die Reaktion 
der vom Gel abgetrennten Flissigkeit auf py 7 und ultrafiltrierten 
nach der Methcde von Quingley'!, die wir triher schon zur Konzentrierung 
und Reinigung von Toxinen und Toxoiden? angewendet hatten. Wir 
verwendeten mit Eisessigkolled.um im Vakuum imprignierte Filter kerzen 
Marke Alundum R A 360° in den Dimensionen 45 2u 127mm. Durch 
jede Kerze filtrierte in 24 Stunden etwa | Liter proteolysierten Serums. 
Zur Konservierung wurde das Seium dabei mit einer Toluolschicht bedeckt. 
Dann wurde Wasser oder physiolegische Kechsalzl€sung zugesetzt und die 
Ultrafiltrationen mehrmals wiedeiholt. In 20 Stunden hatten wir 800 cem 
Fliissigkeit ultrafiltriert. Wir konnten nachweisen, daB keine Antitoxin 
einheiten verloren gehen; wir setzten dem Serum 650 cem physiologische 
Koechsalzlésung zu. Am folgenden Tage waren weitere S0OQcem ultra 
filtriert, so da uns schlieflich 320 cem des gereinigten Serums am Filter 
verblieben. Die Analyse der Fliissigkeiten ergab, da®B das urspringliche 
Serum pro g EKiweih 

T80 A. E. 


LOOO0, 
0,075 Piot. 


das in oben beschriebener Form behandelte Serum 


780 A. E. 


18000 
0,044 Piot. 


enthielt. 

Die Methode gibt also gute Resultate und man kann, wie wir 
weiter unten sehen werden, durch weiter fortgesetzte Ultrafiltration 
zu noch héheren Werten gelangen. Auch die Ausfallung der Globuline 
in den gereinigten Sera ergibt eine Erhéhung des Verhaltnisses 
A. E./Prot. 


2. Wirkung der Proteolyse auf die EKiweiSfraktionen und Reinigung der 
Antitoxine. 

Wir versuchten nunmehr den gréBten Teil der Spaltprodukte 

durch Adsorption zu entfernen, ferner ultrafiltrierten wir und schlieBlich 


1 F, Modern u. G. Ruff, Rev. Soc. Arg. de Biol. 12, 70, 1936 
2 James Quingley, The American J. of H. 20, 218, 1934. 
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fallten wir die restlichen Globuline mit 22°,, Na,SO, aus. Wir be- 
stimmten das Verhaltnis A. E./EiweiB in folgenden Fraktionen: 

1. Im Ausgangsserum, 

2. in den durch 22°, Na,SO, gefallten Globulinen nach der 
Proteolyse mit Pepsin bei py = 4,4 und Adsorption durch das Phos- 
phatgel, 

3. in den Globulinen des urspriinglichen Serums, 

4. in dem nach Proteolyse, Adsorption und Ultrafiltration er- 
haltenen Produkt, 

5. in Serum, das der Pepsinproteolyse und Adsorption unterworfen 
worden war, in dem aber die Globuline nicht ausgefallt wurden. 





: N in mg Protein A.B. 
Bt. ecm 0'5 A.E. pro + Protein 

1 13,8 8,62 1200 14 000 

2 5,54 3,46 1000 29 000 

3 9,1 5,69 900 16 000 

{ 7,52 4,7 ; 1200 25 500 

5 4,13 2,68 350 13 500 


Wir verwendeten ein Antidiphtherieserum mit 12000 A. E. im cem, 
das in der friither beschriebenen Form der Proteolyse und Adsorption 
unterworfen wurde; die Globuline wurden durch trockenes, wasser- 
freies Na,SO, in einer Konzentration von 22°), bei 45 bis 56°C aus 
gefallt. Aus den Werten der obenstehenden Tabelle geht hervor: 

a) Wie zu erwarten ist, entspricht das Verhaltnis A. E./Prot. 
des urspriinglichen Serums (1) dem im Versuch (5) gefundenen, wenn 
auch ein Verlust von 20°,, der Antitoxineinheiten erfolgt, da ein Teil 
des Stickstoffs im Adsorbat verbleibt. 

b) Die Ausfallung der Globuline im urspriinglichen Serum (3) 
bewirkt einen Anstieg von 14000 A. E. pro g auf 16000 A. E.; wenn 
wir jedoch die Globuline im proteolysierten und der Adsorption unter- 
worfenen Serum (5) ausfillen, gelangen wir auf 29000 A. E. pro g (2), 
ein Wert, den wir sonst nur durch Ultrafiltration erreichen. 

ce) Durch Ultrafiltration erhielten wir einen nahezu gleichen Wert, 
namlich 25500 A. E./Prot. 

d) Das Serum nach der Proteolyse und» Adsorption enthielt in 
1250 cem 5,16 g N, nach der Ultrafiltration nur 2,16 g in 320 cem, so 
daB durch Ultrafiltration mehr als die Halfte des Stickstoffs entfernt 
wird. 


e) Das urspriingliche Serum enthielt in 500 cem 7,18 g N (den N 
der zugefiigten 2g Pepsin mitgerechnet), nach der Proteolyse und 
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Adsorption verblieben in der iiberstehenden Fliissigkeit 5,16 g, so daB 
2g N im Adsorbat verblieben. 

f) In diesem Versuch betragt der Verlust an Antitoxineinheiten 
20°, 

Proteolyse bei py 3,1 und py 4,7. 

Zu 500cem des oben verwendeten Antidiphtherieserums wurden 
500 cem Wasser zugesetzt und die Reaktion auf py 3,1 gebracht. In 
einer anderen gleich groBen Probe wurde die Reaktion auf px 4,7 ge- 
bracht. Nach Zusatz von Pepsin wurden die Sera 24 Stunden h'ndurch 
auf 48° C erwarmt; dann wurden sie der Adsorption mittels Ca-F hos phatgel 
bei pu 5 bis 5,5 unterworfen, zentrifugiert und schlieBlich wurden die 
iiberstehenden Fliissigkeiten auf px 7 gebracht und ultrafiltriert; die 
Ultraf.ltration dauerte linger als in den friheren Fallen, da die Sera mit 
gréBeren Wassermengen gewaschon wurden. Das Verhaltnis A. E /Prot war 
in der Probe (1) 15000/0,34 44000, in der Probe (2) 85000/2,93 29000. 
Im Falle (1) ging fast 80°, der antitoxischeon Wirksamkeit verloren, der 
andere Wert ist ahnlich dem im obigen Versuch erhaltenen. Nach Fallung 
der Globuline mit 22 °,igem Na,SO, in beiden Fliissigkeiten ethielten wir 
folgende Werte: 

lL. 50000/0,81 62000, 
2. 110000/3,37 32000. 


Dieser Wert von 62000 A. E. pro g EiweiB ist der héchste, den wir 
verzeichnen konnten. Wir versuchten auch, aber erfolglos, die Ad- 
sorption der Sera vor der Proteolyse vorzunehmen. 


Die Eiweiffraktionierung nach der Proteolyse. 

Zu 3000 cem des Serums fiigten wir das gleiche Volumen Wasser sowie 
12g in Schwefelséiure aufgeléstes Pepsin hinzu. Die Reaktion dieser 
Mischung entsprach py 3,9. Wir erwirmten 24 Stunden lang auf 48°C. 
Das urspriingliche Se1um enthielt 1200 A. E. im cem, das verdiinnte nach der 
Proteolyse 450 A. E., was einen Verlust von 25% bedeutet. Dem proteoly- 
sierten Serum fiigten wir 3000 cem der Phosphatgelsuspension hinzu. Nach 
der Abtrennung des Adsorbats dureh Zentrifugieren erhielten wir 8250 cem 
Flissigkeit. Wir fihrten nun folgende Versuche durch: 

1. ImAusgangsserum trennten wir die Eu- (E) und Pseudo-Globuline (P) 
und die Albumine (A) zusammen ab. 

2. Ebenso bestimmten wir diese Fraktion im Ausgangsserum, das mit 
der Gelsuspension versetzt und zentrifugiert worden war. 

3. Die gleiche Bestimmung fiihrten wir in einer Probe der oben er- 
wahnten, durch Proteolyse und Adsorption gewonnenen Lésung aus, wobei 
zu bemerken ist, daB die Eu- und Pseudoglobuline und die Albumine von 
den bei der Proteolyse entstandenen Albumosen begleitet sind. 

4. W.r fallten in 3000 cem dieser Fliissigkeit die Globuline mit 22% 
Na,SQ,. 

5. Der Rest wurde ultrafiltriert, gewaschen und die Globuline wie 
oben gefallt. 

6. Die Globuline wurden nochmals ultrafiltriert. 

Die nach der Adsorption iiberstehende Fliissigkeit ergab 35000/2,0 

17000 A. E. pro g EiweiB. Nach der Proteolyse wurde ein Teil der Fliissig- 
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keit ultrafiltriert, ein anderer mit 22° Na, SO, gefallt, wobei wir 75000/2,07 

36000 A. E. pro g Protein erhielten. Wenn wir diese Globuline ultra- 
filtrierten, gelangten wir zu einem Wert 150000/3,35 44800 A. E. Dem 
ersten Teil der Fliissigkeit (5200 cem), welchen wir ultrafiltrierten, fiigten 
wir mehrmals Wasser zu, so dais die Menge des Ultrafiltrats 13 Liter betiug, 
wahrend am Filter 520 cem zuriickblieben, so daB dieser Rest zc¢hnmal so 
konzentriert war als die urspriingliche Lésung. In dieser am Filter ver- 
bliebenen Fliissigkeit wurden 3060600/6,69 = 45000 A. E. pro g Eiweif fest- 
gestellt, es geht also nichts bei der Ultrafiltration verloren. Ein Teil jenes 
Serums, das 3000 A. E.imecem enthielt, wurde mit Na, SO, gefallt und sofort 
ultrafiltriert, um das Na,SO, zu entfernen. Der im Filter verbleibende 
Rest wurde auf das urspringliche Volumen gebracht, es e:gab sich ein 
Vethaltnis 300000/6,06 49500, also eine geringfiigige Ei: hc hung; dies 
zeigt, daB die Fallung mit Na,SO, nicht notwendig ist, wenn entsprechend 
ultrafiltriert wird. In folgender Tabelle sind diese Versuche iibersichtlich 


zusammengestellt : 





ee Protein, A. E. A. E. 
Flissigkeit ) imeem prog Protein 


1. Lésung nach Proteolyse, Adsorption und Zen- 


EIR OT 5 Ei otc Se Fo osc cs PR cb ke A eee 2,08 350 17 000 
2. Nach Fallung der Globuline in Lésuang (1)..... 2,07 750 | 36000 
3. Ultrafiltration der Lésung (1) und Einengung von 

Dove COM: Bul BLO MON es. Oe 5 eek 6,69 3000 15 000 


!. Ultrafiltration der Globuline von (2) 3.35 1500 44800 


». Fallung der Globuline in Lésung (3) .......... 6,06 3000 49 500 


Wir gelangten also auf verschiedenen Wegen zu einem Mittelwert 
von 40000 A. E. pro g EiweiB. Das scheint darauf hinzuweisen, dab 
eine weitergehende Trennung des Antitoxins vom Eiweif nicht méglich 
ist. Nur in einem Fall erzielten wir bei py =-3,1 60000 A. E./g, freilich 
unter groBen Verlusten von Antitoxineinheiten. Nichtsdestoweniger 
konnten wir in einer groBen Reihe von Versuchen feststellen, daB eine 
enge Beziehung zwischen dem antitoxischen Wert des urspriinglichen 
Serums und der durch die oben beschriebene Behandlung erhaltenen 
Lésung besteht. So konnten wir mit Seren, die nur 600 A. E. im cem 
enthielten, durch kein Verfahren einen héheren Wert als 20000 A. E. ¢ 
EiweiB erhalten. Wir versuchten auch eine neuerliche Proteolyse 
der obigen Sera, ohne aber die Relation A. E./Prot. erhéhen zu 
k6nnen. 

Das Pepsin geht in allen diesen Versuchen nicht in die Globulin- 
fraktion iiber, da Konzentrationen von 0,75°,, Pepsin von 22°,, Na, SO, 
nicht gefallt werden. Der EiweiBgehalt der Antitoxine kann bis auf ein 
Minimum reduziert werden, das aber nicht weiter unterschritten werden 


kann. 
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Bei unseren Versuchen hatten wir einen Verlust von 20°,, der ur- 
spriinglich vorhandenen Antitoxineinheiten. Die gereinigten Frak- 
tionen haben ein wasseriges Aussehen und geringe Viskositat. 


Die Proteolyse und Fraktionierung des Eu- und Pseudoglobulins 


und des Albumins. 


Um diese Fraktionen zu bestimmen, verwandten wir eine Methode. 
die von Howe! angegeben wurde. 


lL. Zu 100 cem Serum wurden 175 com Wasser zugesetzt. Zur Falling 
der Euglobuline versetzten wir 40 cem dieser Lésung mit 5,4 g¢ wasserfreiem 
Na,SO,. Im Filtrat wurde eine Stickstoffbestimmung durchgefi-hrt (Pseudo- 
globulin plus Albumin I). Weitere 100 cem des veidiinnten Serums 
wurden mit 22°, Na,gSO, behandelt, wedurch die Pseudo- und Euglobuline 
gefallt werden; durch Stickstoffbestimmung im Filtrat erhéilt man die 
Menge der Albumine (II). ScehlieBlich bestimmt man die Gesamtstickstoff 
menge im Serum (Ku- + Pseudoglobuline Albumine ITT). Daraus k@nnen 
wir die drei Fraktionen berechnen: 


(E) Euglobulin III | 
(P) Pseudoglobulin II] Ij —_E 
(A) Albumin II 


2. Zu 100cem des Antidiphtherieserums werden 100 com Wasser und 
100 cem Gelsuspension zugesetzt. Das Endvolumen der dariiberstehenden 
Fliissigkeit war 275 cem, also die Verdiinnung gleich wie oben. 


3. 3000 cem des urspriinglichen Serums + 3000 cem Wasser wurden 
in der friher beschriebenen Weise proteolysiert und darauf 3060 cem der 
Gelsuspension zugesetzt; das Endvolumen nach Zentrifugieren betrug 
8250 cem. Wir verwandten also immer dieselben Verdiinnungen, so dab 
die Werte fiir die Eiweiffraktionen auf die gleichen Quantitaten des ur- 
spriinglichen Serums zu beziehen sind. 

4. In 3000 cem des Gemisches (3) wurden alle Globuline durch 22° 
Na,SO, ausgefallt, zweimal bei 37°C mit 500cem Na,SO,-Lésung ge- 
waschen, dann wurden die abgetrennten Globuline in destilliertem Wasser 
gelést und das Volumen auf 1100 cem gebracht (entsprechend der urspriing- 
lichen Serumkonzentration). 


5. 600 cem von (4) wurden ultrafiltriert, dabei mehrere Male mit 
Wasser gewaschen und schlieBlich auf 300cem am Ultrafilter eingeengt. 

6. 500 cem von (4) wurden mit 2g Pepsin bei px 4,3 digeriert und 
mit 250 cem Gelsuspension zur Adsorption versetzt. Das Endvolumen det 
Fliissigkeit nach dem Zentrifugieren betrug 700 ccm. 

7. 5000 cem des Gemisches (3) wurden ultrafiltriert, gewaschen und 
am Ultrafilter auf 500 cem eingeengt. 

8. Aus 200 cem der Lésung (7) wurden die Gesamtglobuline gefallt, 
dann in Wasser gelést und ultrafiltriert. 


Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengestellt : 


1 P, E. Howe, J. of biol. Chem. 49, 93, 1921. 
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i 




















386 F. Modern u. G. Ruff: 
Gesamt-N Euglobulin-N Pseudeglobulin-N Aibotitin-N 
Serum mg pro heen In mg aid cem in mg sist ecm Gesamtglobulin in mg vend ccm 
Gesamtprotein Protein Protein Protein 
Nr. in mz pro cem in mg pro cem in mg pro cem in mg pro cem 
| 4,165mg N 1,085 mg N 2,03mg N 3,115mg N) 105mg N 
) , ‘ _- . - ,-f 
| 26,03 mg Prot. 6,78 mg Prot. 12,69mgProt. 19,47mg Prot. 6,56 mg Prot. 
(26 %) (48,7 %) (74,8 %) (25 %) 
335mg N 0,91 mg N 1,54mg N 245mg N 0,91 mg Prot. 
2 5,69 mg Prot. 9,62mg Prot. 15,3 mg Prot. 5,69 mg N 


| 21 mg Prot. 


(27%) (46 %) (73 %) (27%) 


3,325 mg N 0,175mg N 105mg N  1,225mg N 2,10 mg N 
3 20,78 mg Prot. 1,094mg Prot. 6,56mg Prot. 7,654 mg Prot. 13,125 mg Prot. 
(5,21 %) (31,5 %) (36,8 %) (63 %) 
{ 3,325 mg N 
4 | 20,78 mg Prot. - 


{ 5,855 mg N 
» 3 9° y 

| 33,47 mg Prot. 

| 2,485 mg N 


15,53 mg Prot. 


0,756 mg N 
4,725 mg Prot. 


1414mg N 1,73 mg N 
8,837 mg Prot. 10,8 mg Prot. 


0,315 mg N 
1,971 mg Prot. 


(12,7 %) (57 %) (69,52 %) (30 %) 
| 10,71 mg N 3,43 mg N 5,44mg N 987mg N 0,84 mg N 


5,25 mg Prot. 
b> ) 
( i8 hy) 


21,44 mg Prot. 40,25 mg Prot. 61,7 mg Prot. 
(32 %) (60 %) (92 %) 
9,69 mg N — ,- - 

Yet Pete. 

\ 


66,94mg Prot. 


60,6 mg Prot. — : 2 


Aus dieser Tabelle ergibt sich: Das urspriingliche Serum enthielt 
7,16°,, Protein, nach der Adsorption durch das Gel nur 5,77°%, da ein 
Teil der Eu- und Pseudoglobuline adsorbiert wird. Adsorbiert man nach 
der Proteolyse, so wird fast alles Euglobu’in adsorbiert, wie aus folgender 
Tabelle hervorgeht (die Werte sind auf die urspriingliche Serumkonzen- 
tration bezogen): 





Gesamtprotein 


Nr. E r A 
mg 
.~ 7,16 1,86 3,49 1,80 
2 5,77 1,56 2,64 1.57 
3 5,71 0,30 1,80 3,61 


* Die Nummern entsprechen jenen in der vorangehenden Tabelle. 


Das Serum, welches urspriinglich 27°,, Euglobulin enthielt, weist 
nach der Proteolyse und Adsorption nur mehr 5°, auf. Die Pseudo- 
globuline sinken von 46 auf 31°, des GesamteiweiBgehalts. Der Stick- 
stoff in der letzten Kolonne entspricht nur zum Teil den Albuminen, 
zum anderen Teil den proteolytischen Abbauprodukten. Der durch 
22°,, Na,SO, nicht fallbare Stickstoff verdoppelt sich nach der 
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Proteolyse. Von 0,33 g N, welches das Serum vor der Proteolyse, 
aber nach der Adsorption enthielt, werden durch 22°, Na, SO, 0,245 ¢ 
gefallt, d. h. 73°, des gesamten Stickstoffs. Im proteolysierten und der 
Adsorption unterworfenen Serum werden von 0,3325 g N nur 0,1225 g, 
das sind 37°, gefallt. Das Verhaltnis A. E./Prot. in der Fliissigkeit (4) 
gibt einen Wert von 350)0. Der Versuch (5) beweist, da8 durch Na, SO, 
nicht nur die Globuline, sondern auch ein Teil der Abbauprodukte 
(Albumosen usw.) gefallt wird, welche man auch durch eine voraus- 
gehend2 Ultrafiltration entfernen kann. Die zweite peptische Di- 
gerierung der Globulinfraktion (4) bewirkt einen starkeren Abbau 
(30°%, des Stickstoffs) und das Verhaltnis A. E./Prot. steigt von 31000 
auf 42090. In 5900 ccm dor proteolysierten und adsorbierten Fliissig- 
keit (3) sind 103,9 g Proteine enthalten, davon entsprechen 5,67 g den 
Euglobu'inen, 32,8 g den Pseudoglobulinen und 65,6 g den Albuminen 
plus dem durch 22”,, Na,SO, nicht fallbaren Stickstoff. Wenn wir 
diese Fliissigkeit (5900 ccm) ultrafiltrieren und unter wiederholtem 
Waschen auf 500 ccm einengen, so erhalten wir 33,47 g Protein, davon 
10,7 g Euglobulin, 20,1 g Pseudoglobulin und 2,62 g Albumin plus 
nicht fallbarem Stickstoff. Wenn wir schlieBlich den Stickstoff des 
Ausgangsserums und des behandelten, sowie seine Fallbarkeit durch 
22 °%, Na, SO, vergleichen, kommen wir zu den folgenden Ergebnissen : 
In 100 ccm des urspriinglichen Serums sind 1,075 g N enthalten, von 
welchem 0,29 g durch Na,SO, nicht gefallt werden. In behandelten 
Seren sind im gleichen Volumen 0,894g N enthalten. Von 22°, 
Na,SO, werden bloB 0,3161 gefallt, der Rest 0.5775 g bleibt in Lisung. 
Es werden also im Ausgangsserum 73° ,,, 
sorbierten nur 35°, des gesamten Stickstoffs gefallt. 


im proteolysierten und ad- 


Die EiweiBfrattionierung beim Pepsinabbau nach 6, 12, 24 und 48 Stunden. 


Das Antidiphtherieserum enthielt 950 A. E. Nach Verdiinnung 
auf die Hilfte und sechsstiindiger Proteolyse sank der Wert auf 350 A. E. 
im cem. Dieser Wert halt sich durch 48 Stunden nahezu konstant ; nach 
48 Stunden fanden wir 320 A. E. In der folgenden Tabelle sind die 
Versuchsergebnisse zusammengestellt. 

Es erfolgt also eine konstante Verminderung der Eu- und Pseudo- 
globuline, wobei jedoch das Verhaltnis Eu-: Pseudoglobulin nach 
6 Stunden annahernd 1:2 bleibt. Das Verhaltnis A. E. zu Gesamt- 
globulin vergréBert sich und erreicht schlieBlich 21000 pro g Globulin. 
Der durch 22° Na,SO, nicht fillbare N nimmt 24 Stunden lang 
zu und erreicht dann mit 55°; einen Endwert. Im Ausgangsserum 
werden 78°, des gesamten EiweiBes, d.h. also die Globuline, durch 
22 °%, Na,SO, gefillt, wahrend die Albumine in Lésung bleiben. 
Nach 48stiindiger Proteolyse werden nur 38°,, des Gesamtproteins 
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Setbeelens : . Gesamt- . ee F Verhiltnis 
Proteolys E ; globuline A procem <A. E. Globulin 


UrspriinglichesSerum) = 1,27 1,84 18,1 % 0,87 450 14 500 
31,9% 46% 22% 
6 Stunden 0,83 1,62 61,5 % 1,5: 350 14 500 
) 200% | 406% 38,5 % 
| 12 Stunden 0,74 1,35 52.7% 1.88 360 16 500 
18,7% | 84% 47% 
| 24 Stunden 0,48 1,31 15% 218 350 19 500 
12% 33% 55% 
18 Stunden 0,48 1,05 38,4 % 2,45 320 21 000 
12% 26% 61,5 % 
* N-haltige Fraktion, die durch 22!/) Na, SO, nicht gefiillt wird (Albumin + Abban- 


produkte) 
gefallt, und da nur 20°,, des antitoxischen Wertes zerst6rt werden, 
verdoppelt sich die Beziehung A. E./Globulin!. 


Wird nach 24stiindiger Proteolyse mit Phosphatgel adsorbiert, so 
gibt die Fraktionierung der iiberstehenden Fliissigkeit folgende Werte : 


Bi MOPOBO cy ok Coe eRe rae ees tees 2,88 % 
Pe isin ks Wars Ae eo wow wt ee 33,4 % 
Geobigletiline! 8 RO 35% 

MIAUMUMNB AT A reer ae ae 1,98 % 


Man beobachtet demnach eine selektive Adsorption der Euglobulin- 
fraktion, die von 12 auf 2,88°, sinkt, waihrend die Pseudoglobulin- 
fraktion unverdndert bleibt. Vor der Adsorption waren 350, nachher 
310 A. E. im cem vorhanden, was einer Beziehung von 31000/1,08 

29000 entspricht, d.h. der antitoxische Wert steigt von 19500 auf 
29900 A. E. pro g EiweiB. Die Proteolyse wirkt vor allem auf die 
Euglobulinfraktion, die in vielen Fallen nach der Adsorption durch 
Ca, (PO,), verschwindet. 


3. Proteolyse konzentrierter Sera mit Pepsin, Trypsin und Papain. 
Nachdem wir in den beiden ersten Abschnitten unserer Arbeit den 
peptischen EiweiBabbau von Antidiphtherieserum untersuchten, soll 
im folgenden die Proteolyse stark konzentrierter Sera mit Trypsin und 
Papain sowie die Wirkung dieser Fermente bei verschiedenem py auf 
Sera, die einer Vorbehandlung mit Pepsin unterworfen worden waren, 
naher gepriift werden. 


' Es ist bei diesen Versuchen immer zu beachten, dali die Albumosen 


in der Eu- und Pseudoglobulinfraktion mitgefallt werden. 











in 
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Pepsinhydrolyse konzentrierter Sera. 

Wir verwandten ein konzentriertes Serum, welches die Eu- und 
Pseudoglobulinfraktion enthielt und dem auBerdem 5° 44 
und mindestens 1°,, Na,SO, beigemengt waren. Wir verdiinnten es 
mit der Halfte H,O, fiigten Pepsin hinzu und brachten das pu auf 4.0. 
Das so verdiinnte Serum enthielt 550 A. E. im cem. Nach 24stiindiger 
Proteolyse bei 48°C wurde es ohne vorhergehende Adsorption durch 
, Supercel (nach Sordelli) filtriert. Der antitoxische Wert sank auf 
450 A. E. (Verlust 18°,,). Viele konzentrierte Sera, die nur mit der 
Halfte Wasser verdiinnt waren, nahmen nach der Proteolyse mit Pepsin 


Carbolsaure 


eine gelatinése Beschaffenheit an, bekamen aber ihre urspriingliche 
Konsistenz wieder, wenn das py auf 7,5 eingestellt wurde. In der 
folgenden Tabelle sind die bei der Fraktionierung erhaltenen Resultate 


dargestellt. 





Gesamt- 


protein K P \ A.E. 

1. Fraktionierung des urspriinglich halb- 
verdiinnten Serums bei py 7,6 6,78 442 1,75 0,61 550 

2. Fraktionierung nach der Pepsinpro- 

teolvse (py = 4) und Filtration 
durch ,,Supercel* bei pg 7,6 6,78 1,66 2,12 2,99 | 450 


Im urspriinglichen Serum fallen fast alle EiweiBk6rper in der den 
Euglobulinen entsprechenden Fraktion aus. Wir schreiben diese Tat- 
sache der Anderung der kolloiden Eigenschaften des Serums durch die 
vorhergegangene Fallung mit Na,SO, zu, wodurch die Micellen de- 
hydratisiert werden. Nach der Proteolyse vermindert sich die durch 
Na, SO, fallbare Fraktion auf 13,5°,, wahrend die Pseudoglobuline 
mehr oder weniger konstant bleiben. Die Relation A. E./Globulin 
steigt von 55000 /6,17 9000 auf 45000 /3,78 12000; méglicherweise 
wiirde letzteres Verhiltnis durch Adsorption mit Phosphatgel verbessert 
werden. Um die Wirkung des Na, SO, und der Carbolsiure, welche sich 
im urspriinglichen Serum vorfinden, auszuschalten, wiederholten wir 
diesen Versuch mit dialysiertem konzentriertem Antidiphtherieserum. 
Das Serum besaB vor der Dialyse eine spez. Leitfahigkeit von 2,16 
- 10-2 Ohm-!, nachher 8,2-10-4. Die erhaltenen Werte waren im 
wesentlichen dieselben. Das Verhaltnis A. E./EiweiB wurde nicht ver- 
bessert. 

Proteolyse mit Trypsin und Papain. 

Wir unterwarfen das Antidiphtherieserum einem Eiweibabbau 

durch Trypsin bei py = 6,5 und 8,0, wobei wir in folgender Weise 


vorgingen : 
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1. Zu 1000 cem des Serums wurden 1000 cem destilliertes Wasser. 
5ecem n HCl und 4g Trypsin (Merck) zugesetzt; das py betrug dann 6,5. 

2. Einem in ebensolcher Weise verdinnten Serum wuiden 3 cem einer 
gesittigten Na,CO,-Lésung und 4g Tiypsin zugesetzt. Die Reaktion 
betiug pu 8,0. Sowchl Probe 1 als 2 wurden im Thermostaten auf 
48°C gehalten. Ein Teil davon wuide zur Bestimmung des antitoxischen 
Wertes und der Eiweiffrakticnen verwendet. Nach 24stindiger Erwaérmung 
auf 48° C nihm die Reakticn des Seiums (1) von py 6,5 auf 6,8 zu, wobei 
die L6sung eine grinliche Farbe annthm. Die Lésung (2) ging von py = 8,0 
auf 7,7 zuriick. Die Lésungen 1 und 2 wuiden dann auf py = 5 gebracht, 
durch Phosphatgel adsorbiert, zentrifugiert und die dari.berstehenden 
Lésungen ulcrafiltriert. Wie in allen friheren Fallen ma®en wir die anti- 
toxische Wirkung der proteolysierten Seta in vivo und in vitro mittels 
der gebriuchlichen Technik. Der antitoxische Wikvungsgrad blieb gleich. 

Wir versuchten auch die Proteolyse mit Papain (,,Rhone‘‘ 50°;) 
bei schwach saurer und schwach alkalischer Reaktion. 

Die Versuche wurden bei py = 4,9 und py 8,4 durchgefihrt, nach- 
dem wir vorher 2000 cem des zur Halfte verdinnten Serums mit 4 g pulveri- 
sierten Papains versetzt hatten. Wir erwiimten das Gemisch im Thermo- 
staten 24 Stunden lang auf 48°C. Der antitoxische Wert blieb unver- 
andert. In der folgenden Tabelle Werden die Ergebnisse der Eiweiffraktio- 
nierung nach der Proteolyse mit Trypsin und Pépa.n mit jener des urspriing- 
lichen Serums verglichen. 





Gesamtglobulin E P A 
“lo 0 0 0 0 ar) 

Urspriingliches Serum, halb- { 4.2 Prot. 1,14Prot. 2,(8 Prot. 0,98 Prot. 
verdiinnt L) 0,67N 0,18N 0,33 N 0,16 N 

Nach Behandlung mit Papain {| 4,2 Prot. 0,74 Prot. | 2,12 Prot. | 1,33 Prot. 
bei py = 4,9 \| 0,67N 0,12N 0,33 N 0,21N 

Nach Behandlung mit Papain {| 4,29Prot. | 0,96 Prot. | 2,14 Prot. | 1,18 Prot. 
bei pu = 8,4 {|| 0,68 N 0,15 N 0,34 N 0,19 N 

Nach Behandlung mit Trypsin { 4,20 Prot. | 1,14 Prot. | 2.08 Prot. | 0,98 Prot. 
bei py = 6,5 {| 0,67 N 0,18N 0,33 N 0,16 N 

Nach Behandlung mit Trypsin 4,20 Prot. 1,49Prot. 1,75 Prot. 0,96 Prot. 

bei py = 8,0 0,67 N 0,24N 0.28N 0,154 N 


Unter den gegebenen Versuchsbedingungen hat das Trypsin auf das 
Antidiphtherieserum keine Wirkung, denn das Ergebnis der Frak- 
tionierung bleibt unverandert und auch die durch Na, 8O, nicht fallbare 
Fraktion zeigt keine Erhéhung. Das Papain hingegen proteolysiert bei 
pu = 4,9 33°, des Euglobulins, 1aBt aber die Pseudoglobuline un- 
beriihrt. Die Proteolyse mit Papain bei py = 8,4 kann praktisch als 
unwirksam angesehen werden, da die Verminderung der Euglobuline 
nur 10°, betragt, ein Wert, der sehr nahe an die Fehlergrenzen der 
Bestimmungsmethode heranreicht. 

Im Hinblick auf diese Ergebnisse beschlossen wir, eine kombi- 
nierte Proteolyse zu versuchen, indem wir zuerst Pepsin, und dann erst 
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Trypsin oder Papain anwendeten. Wir wollten sehen, ob ein voran- 
gegangener Pepsinabbau geeignete Angriffsbedingungen fiir das Trypsin 
oder Papain schafft da es sicher nétig ist, da die Serumproteine 
Abbauprodukte enthalten, um von diesen Proteasen angegriffen zu 
werden. 


Kombination der Pepsinproteolyse mit dem Abbau durch Trypsin und Papain. 

Wir proteolysierten zundchst mit Pepsin bei py = 40 6 Stunden 
lang bei 48°C. Zu 3 Liter Antidiphtherieserum (1000 A. E. pro ecm) 
fiigten wir das gleiche Volumen Wasser und 170 ccm 1nH,SQ,, in 
der 12g Pepsin gelést waren, hinzu (py 4.0). Nach sechsstiindigem 
Erwarmen auf 48° wurde das verdiinnte Serum unter reichlicher 
Flockenbildung klar und nahm eine gelbliche Farbe an. Nach dieser 
Zeit brachten wir mit NaOH das py auf 8.4, um die Witkung des 
Pepsins zu unterbrechen. Das verdiinnte urspriingliche Serum enthielt 
450 A. E., nach der Proteolyse nur 350 A. E., was einem 26°, igen 
Verlust entspricht. Die Lésung wurde nun in folgender Weise aufgeteilt. 
Zu 2 Litern des so behandelten Serums wurden 4 g Trypsin zugesetzt 
und 24 Stunden im Wasserbad auf 48° C erwarmt. Die restlichen 2 Liter 
wurden mit 8 g Papain (50°,,) versetzt und in gleicher Weise weiter- 
behandelt. 

Im letzteren Versuchsansatz kommt es wahrend der Proteolyse 
zu einer reichlichen Entwicklung von Schwefelwasserstoff. Es wurde 
der antitoxische Wert der Sera und der dataus gewonnenen Eiweif- 
fraktionen nach den verschiedenen Behandlungen gemessen (s. fo!gende 
Tabelle). 

Aus der Tabelle geht hervor, daB die durch 22° ,iges Na, SO, nicht 
fillbare Fraktion nach sechsstiindiger peptischer Proteolyse von 23 
auf 40°, ansteigt. Die Trypsinverdauung bewirkt einen weiteren 
Anstieg auf 78°, und das Verhaltnis A. E./Globulin steigt auf 260C0. 
Auch das Papain erhéht bei px = 8,3 den durch Na,SQO, nicht 
fallbaren Stickstoff auf 67°. Papain ist also bei py = 8,3 nach 
vorangegangener Pepsineinwirkung wirksam. Bei der  peptischen 
Proteolyse steigt das Verhaltnis A. E./Globulin von 14000 auf 24000, 
wobei bloB 20°,, A. E. verlorengehen, da der Endwert 350 A. E. pro cem 
ist (Anfangswert 450 A. E.). Sicher wird ein grober Teil der teilweise 
vom Pepsin angegriffenen EiweiBkérper durch das Papain vollkommen 
abgebaut. Damit hatten wir eine Methode, die wir noch naher zu 
untersuchen gedenken, um gereinigte Sera herzustellen, ohne die U!tra- 
filtration anwenden zu miissen, deren Durchfiihrung namentlich bei 
gréBeren Mengen auf Schwierigkeiten stéBt. 

Die tryptische Verdauung (nach der peptischen) bewirkt eine Ver- 


minderung der Euglobuline von 1,16 auf 0,17°,, und der Pseudoglobuline 


Oo 


von 2.08 auf 0,.79°.,. Die Euglobuline, welche 27°,, der Gesamtproteine 
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ausmachen, gehen nach der sechsstiindigen peptischen Proteolyse auf 
24°, herab, um beim tryptischen Abbau dann auf 4°, zu sinken. Die 
Verminderung der Pseudoglobuline ist geringer, sie werden von 49°, im 
urspriinglichen Serum durch die tryptische Verdauung auf 18°,, herab- 
gesetzt. Vielleicht laBt sich durch die Kombination von peptischer 
und tryptischer Verdauung auch ein praktisch gangbarer Weg zur 
Konzentrierung und Reinigung antitoxischer Sera finden. Wir versuchen 
gegenwartig mit Hilfe der Elektrodialyse die beim Abbau entstehenden 
Albumosen von den Globulinen zu trennen und so zu einer noch weiter- 


) 


gehenden Reinigung zu gelangen. Auch sind wir damit beschaftigt, 
diese Methode auf andere Antisera anzuwenden (Tetanus, Furunkulose, 
Pneumonie), sowie eine Proteolyse der voneinander getrennten Albu- 
mine, Eu- und Pseudoglobuline normaler und antitoxischer Sera durch- 
zufiihren. 

Zusammenfassung. 


1. Durch aufeinanderfolgende Adsorptionen und Elutionen von 
Pepsin gelang es uns, dieses Ferment um mehr als das Zehnfache zu 
reinigen. Von 6000 empirischen Wirkungseinheiten pro g N kamen wir 
auf 87000. 

2. 24stiindige peptische Proteolyse bei py 4 bis 4.5 und 48°C 
bewirkt nur einen Verlust von 20°,, der Toxineinheiten. Mittels dieser 
Methode, in Verbindung mit Adsorption und Ultrafiltration 14Bt sich 
das Verhaltnis A. E., Eiwei verdoppeln und verdreifachen. 

3. Proteolyse bei py = 3,0 mit nachfolgender Adsorption, Ultra- 
filtration und schlieBlicher Ausfaillung der Globuline mit Na,SO, 
fiihrte zu einem Wert von 62000 A. E. pro g EiweiB, allerdings unter 
Verlust von 80°, der Antitoxineinheiten. 

4. Bei verschiedenen Versuchen erhielten wir das Verhialtnis 
40000 A. E. pro g EiweiB, ein Wert, der nur bei Verarbeitung von 
Seren mit hohem Anfangswert iiberschritten werden kann. 

5. Beim Versuch, die Eu- und Pseudoglobuline und die Albumine 
der proteolysierten Sera zu trennen, beobachteten wir, daB die Adsorp- 
tion mit Ca, (PO,),-Gel zum Verschwinden der Euglobuline fiihrt. 

6. Trypsin allein wirkt bei py 6.5 und 8.0 nicht auf das Anti- 
diphtherieserum. Das Papain proteolysiert bei py = 4,9 33°, der 
Euglobuline, bei py — 8,4 ist es unwirksam. Die kombinierte Proteolyse 
mit Pepsin und dann mit Trypsin oder Papain ist sehr wirksam. 

7. Durch peptische Vorverdauung und nachfolgendem Papainabbau 
kann das Verhaltnis A. E./Globulin von 14000 auf 24000 gesteigert 
werden. Dieses Verhaltnis ist aber nicht héher als das nach der einfachen 
peptischen Verdauung erhaltene. 
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Die physikalisch-chemischen Eigenschaften 
der Ascorbinsiure und der Dehydroascorbinsaure. 
Von 


J. ©. Ghosh und P. €. Rakshit. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat in Dacca, Indien.) 


(Eingegangen am 3. September 1938.) 


Obwohl in den letzten Jahren sehr viel iiber die Ascorbinsaure 
gearbeitet worden ist, ist doch unsere Kenntnis iiber das physikalisch- 
chemische Verhalten dieser hochinteressanten Verbindung noch _be- 
grenzt. Die wichtigsten Beitrage in dieser Richtung wurden von Haworth 
und seinen Schiilern in Birmingham geliefert, die das Absorptions- 
spektrum und die Drehung der Ascorbinsiiure und ihres ersten Oxy- 
dationsproduktes untersuchten. Borsook (2,3) und seine Mitarbeiter 
sowie Karrer u. a. haben sehr wichtige Untersuchungen iiber die Rever- 
sibilitat der verschiedenen Oxydationsstufen angestellt. Eine um- 
fassende Messung des Oxydations-Reduktionspotentials der Ascorbin- 
siure wurde von (Ghosh und Ramachar (5) durchgefiihrt; sie fanden 
E + 370. Die Dissoziationskonstante der Ascorbinsiure wurde 
potentiometrisch von Birch und Harris (10), Karrer u. a. (4) bestimmt. 
MeBergebnisse tiber die elektrische Leitfaihigkeit von Ascorbinsaure- 
lésungen wurden von den Verfassern schon friiher veréffentlicht (9). 
Im folgenden wird tiber die Ergebnisse unserer Untersuchungen iiber 
die Drehung, den Zirkulardichroismus und das _ Ilonengleichgewicht 
in wasserigen Lésungen von Ascorbinsiure und Dehydroascorbinsiure 
berichtet. 

Theoretisches. 
Die Strukturformel der Ascorbinsaure ist folgende: 


—__——()— 
CH, OH—CHOH—C—C=—C C 


H OHOH O 


Zwei Punkte sind bei dieser Strukturformel besonders zu beachten. 
Sie besitzt erstens einen Lactonring; zweitens sind zwei Hydroxyl- 
gruppen an den Kohlenstoffatomen der Doppelbindung des Lacton- 
ringes vorhanden. Die reduzierenden Eigenschaften, die fiir das 
chemische Verhalten der Ascorbinséure sehr wesentlich sind, werden 
durch die Anwesenheit dieser beiden Hydroxylgruppen bedingt. Die 


enolischen Hydroxylgruppen in dem Lactonring sind fiir die Ab- 
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spaltung der Wasserstoffionen verantwortlich. Feiser und Feiser (8) 
haben am 2-Hydroxy-1,4-Naphthochinon, einer Substanz von ahn- 
licher Struktur, gezeigt, dai der Wert der Dissoziationskonstanten 
beinahe identisch mit dem bei der Ascorbinsaure ist. Untersuchurgen 
von Reichstein (7), Haworth (6) u. a. tiber die Wirkurg bestimmter 
Mengen Diazomethan auf Ascorbinséure haben gezeigt, da die Enol- 
gruppe in Stellung 3 die gréBere Aciditat hat. Ascorbinsaure disso- 
ziiert daher fo'gendermaben : 


0 
CH,OH—CHOH—C—C C—C 


H OH OH O 


~~ CH,OH—CHOH—C—C C—C +H 


H O OH O 
If. 


Bei Zugabe eines Aquivalents Alkali wird der erste ionisierbare Wasser- 
stoff entfernt, ohne daS sich im Anion der Lactonring 6ffnet, die 
Drehung der Ascorbinséure ({«];, = + 24°) wird [a]), 115°. Die 
erste Ionisation laBt also die Drehung um 91° anwachsen. Wenn 
nun ein zweites Aquivalent NaOH zugefiigt wird, so wird die Drehung 
[aly ungefihr + 206° gefunden. Dieses fast gleichmaBige An- 
wachsen der spezifischen Drehung fiihrt zu der Annahme, da8 die 
unmittelbare Wirkung dieses zweiten Aquivalents Alkali darin besteht, 
daB das Wasserstoffatom der zweiten Hydroxy!gruppe ionisiert wird, 
ohne daB dabei die Lactonstruktur verlorengeht. Dann haben wir 
O 
CH, OH—CHO H—C—C=——C——C + OH 


H O OH O 
IT. 


— CH,OH—-CHOH—C—C—C—CC + H,0 


HO O 0 


Il. 
Diese Form LILI, die eine Drehung [a]; + 200° hat, ist sehr unbe- 
standig. Sie verwandelt sich sehr schnell in die Form mit offener 
Kette IV, deren Drehung [«]j, + 130° gefunden wurde. Die Lésung 


wird blaBgelb. Wenn das Alkali durch Hinzufiigen von zwei Aqui- 


26* 
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valenten Salzsaure neutralisiert wird, entsteht die urspriingliche Saure | 
mit der Drehung [«];, + 24° 


OH 
O | 
CH,OH-CHOH-C-c=c—C 2°, CH,OH-CHOH-C-C=C-COO 
HO OO HO OH 
II. : > wel IV. 


CH, OH-CHOH-C—C=—C -C 


H OH OH O 
I 


Man hat mit anderen Worten ein Gleichgewicht, das durch die Gleichung : 
Monovalentes Lactonanion + OH’ = Divalentes Anion bestimmt ist. 
Die Gleichgewichtskonstante 
K’ (Monovalentes Lactonanion) . (O H’) 

(Divalentes Anion) 
wurde experimentell durch potentiometrische Titration im py-Gebiet 
zwischen 10 und 11 als sehr konstant von der GréBe K’ = 2,5. 10-3 
ermittelt. 

Wir missen die physikalisch-chemischen Eigenschaften der De- 
hydroascorbinséure im einzelnen atusfiihrlicher diskutieren, weil unsere 
Ergebnisse etwas von denen von Herbert (1) u.a. verschieden sind. 
Nach ihren Befunden hat das Oxydationspredukt der Ascorbinsaure, 
das durch Einwirkurg von Jod erhalten wird, im frisch gebildeten 
Zustande keine selektive Absorptionsbande im Ultraviolett, die fiir 
die Ascorbinsiure charakteristisch ist. Ferner reagiert dieses Oxy- 
dationsprodukt neutral. Diese SchluBfolgerungen wurden aus Titra- 
tionen der oxydierten Lésungen abgeleitet, die ze'gten, daS ein 
gorirgor Uberschu8 iiber zwei Aquivalente Natronlauge notwend'g ist, 
um die in der Reaktion gebildeten Wasserstoffionen zu binden. 
Die Notwendigkeit eines geringen Uberschusses von Alkali wurde 
auf eine schwache Hydrolyse des Lactonringes und Bildung einer 
freien Carboxy!gruppe zuriickgefiihrt. In der Tat beobachteten die 
genannten Autoren, da drei Aquivalente NaOH largsam auf- 
genommen werden, wenn ein vollstandiges Aufspalten des Lacton- 
ringes stattfindet. Diese Beobachtungen wurden jedoch auf die sehr 
zweifelhafte Beweisfiihrung gegriindet, daB —- bei den Untersuchungen 
der Autoren —- die Dehydroascorbinsiéurelésung immer freie Jodwasser- 


stoffsiure in dem molekularen Verhaltnis 1:2 enthalt. Es war uns 
méglich, durch EKinwirkurg von Wasserstoffsuperoxyd in Gegenwart von 
kolloidem Platin eine Dehydroascorbinsaurelésung herzustellen, in der 
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die Saure frei von anderen Elektrolyten vorlag. Die Lésung war nach 
unseren Priifungen ginzlich frei auch von Spuren von H,O,. Sie zeigte 
saure Reaktion und ihre Dissoziationskonstante war von derselben 
GréBenordnung wie die der Ascorbinsiure. Die Drehung dieser Lésung 
wurde [«];; = + 56° gefunden, das ist derselbe Wert wie fiir eine Substanz, 
die man durch Oxydation mit Jod erhalt. Die Abwesenheit einer 
selektiven Absorptionsbande hat zur Aufstellung der Strukturformel V 
fiir die frischgebildete Dehydroascorbinsaure gefiihrt. 
O 
CH,OH-CHOH—C. -C C—C=0 


H OH OH OH OH 
| Drehung + 56°) 


V. 


Der saure Charakter der Dehydroascorbinséure kann offenbar auf 
zwei Wegen erklart werden. Entweder ist (in Ubereinstimmung mit 
Herbert u.a.) das Lacton teilweise hydrolysiert und besitzt eine freie 
Carboxylgruppe, oder das oxydierte Molekiil erleidet eine Dissoziation 
wie in der Ascorbinsdure selbst, sehr wahrscheinlich in der 3-Stellung. 
In beiden Fallen jedoch mu8 vor der Umwandlung eine Dehydratisierung 
stattfinden. Sie kann fo'gendermafen formuliert werden: 

4 R-CHOH—CO-CO-COO H* + H,O 


9 VILL. 


B=0-0 C—-C=0 
H OH OH OH OH * R—C=C—C-—C=0 + H* + 2H,0 


0 8) a IH” 


Ks ist aber bekanntlich verhaltnismaBig schwierig, die Ascorbinsaure 
aus der offenen. Kettenform der Dehydroascorbinsiure zuriickzu- 
gewinnen; stark saure Reduktionsmittel, wie konzentrierter Jodwasser- 
stoff, sind notwend’g, um die Dehydroascorbinséure zu lactonisieren 
und zu Ascorbinséiure zu reduzieren. Nach unseren Beobachtungen 
gehen Dehydroascorbinsaurelésungen, scgar wenn man sie bei einem 
pu = 8.0 2 Stunden lang belaBt, vollstandig in Ascorbinséure tiber, wenn 
mit Schwefelwasserstoff reduziert wird. Dadurch wird die Existenz 
des offenen kettenférm‘gen monovalenten Anions VIII in der frisch 
hergestellten Lésung unwahrscheinlich gemacht. Die hohe Leitfahig- 
keit der Lésung und die Unwahrscheinlichkeit der schnellen Hydrolyse 
des Lactons in Geg»nwart von HJ (das selbst eine Umwand!ung in 
das Lacton verursacht) spricht fiir eine teilweise Dissoziation des De- 
hydroascorbinsauremolekiils in VI. Die Drehung der Saure unterliegt 
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bei der Oxydation durch Jod einer schnellen Veranderung. Dies wurde 
von Herbert u. a. beobachtet. Ahnliche, aber sehr viel langsamere Ver- 
anderungen der Drehungen wurden an Dehydroascorbinséurelésungen 
beobachtet, die durch Oxydation mit H,O, erhalten worden waren. 

Nach den Erklarungen von Herbert u. a. wird diese Abnahme durch 
die Offnung des Lactonringes verursacht. Wir fanden jedoch bei elektro- 
metrischen px-Messungen an reinen Lésungen von Dehydroascorbin- 
siure, da die Wasserstoffionenkonzentration vollstandig konstant 
blieb, waihrend die Drehung von + 56° auf + 5° absank. Dies bietet 
einen zusatzlichen Beweis dafiir, daB in der Dehydroascorbinséure der 
Lactonring nicht angegriffen worden ist. 

Die Zugabe eines Aquivalents Alkali fiihrt gleichfalls zur Bildung 
eines Anions VI mit einer Drehung [«]7} 26°. Der Lactonring 
éffnet sich unter dieser Bedingurg nicht: denn es ist méglich, auf 
dieser Stufe die Ascorbinséure durch Reduktion mit Schwefelwasserstoff 
in 95° igor Ausbeute zuriickzuerhalten. Bei Zugabe eines Aquivalents 
Mineralsiure erhalt man aus dem Mononatriumsalz der Dehydro- 
ascorbinséure ein Produkt mit der Drehung [x]; = 16°. Das ist 
derselbe Betrag, den Herbert und Mitarbeiter erhielten, als sie eine mit 
Jod oxydierte Lésung von Dehydroascorbinsiéure 3 Tage aufbewahrten. 
Die gealterte Lésung hat eine selektive Absorptionsbande im Ultraviolett, 
die der von Ascorbinsiure ziemlich ahnlich ist. Es ist deshalb sehr 
wahrscheinlich, daB in einer gealterten Lésung von Dehydroascorbin- 
siure ein Gleichgewicht zwischen den Formen V und VII besteht, und 
zwar folgendermafen: 


O -— Q 
R—C C C-CaO ==: RO C—C=0 2H,O 
H OH OH OH OH OH O 
: V. VII. 
[Drehung der Mischung im Gleichgewicht 
10°T 


Bei Addition eines Alkaliiiberschusses 6ffnet sich der Lactonring 
unter Bildung eines divalenten, offenkett’'gen Anions IX, von ahnlicher 
Konfiguration wie VIII. IX kann durch Behandlung mit Schwefel- 
wasserstoff nicht mehr in Ascorbinsiure umgewandelt werden. Man 
erhalt tibereinstimmende Gleickgewichtskonstanten, wenn man eine 
reversible Umwandlung von dem Typus 


Monovalentes Lactonanion + OH’ = Divalentes, offenkettiges Anion 


annimmt, worin 


a (Monovalentes Lacton) - (OH) i 
K : ; ’ Se | ay 
(Divalentes Anion) 
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ist. Diese Gleichung ist sehr ahnlich der fiir die zweite [onisationsstufe 

der Ascorbinsaure. Die GréBe K’’, gemessen zwischen py = 9 und 10 war 

praktisch konstant. Das Gleichgewicht ist gegeben durch die Gleichung : 
OH 


R—C--C—C--C=0 + OH = R—-C=C—C—COO 


<= 


Die durch einen Uberschu8 von Natronlauge hervorgerufenen Ver- 
ainderungen haben gréBere Bedeutung erlangt, da die Dehydroascorbin- 
siure in alkalischer Lésung stark reduzierende E’genschaften ent- 
wickelt. Borsook beobachtete, da} die alkalische Lésung Silbernitrat 
reduziert, ebenso Methylenblau. Nach unseren Beobachtungen reduziert 
sie auch Fehlingsche Lésung genau so schnell wie Ascorbinsaure ; scgar 
Luft zersetzt bei gewéhnlicher Temperatur das Molekiil in Oxalsdure 
und |-Threonsaure. Nur konzentrierter Jodwasserstoff vermag das 
offenkettige Anion in Ascorbinsiure zuriickzuverwandeln. 


Versuche. 
A. Die Drehung der Ascorbinsdure und ihrer Natriumsalze. 


Die Drehung wurde jedesmal mit der Natrium-D-Linie bei einer Tem- 
peratur von 25°C gemessen. 





Lésung Spezifische Drehung («]}, 
I MOINES os, oo. se aha tadate lac oataie wise woes + 24° 
II. ml +, Aquiv. NaOH.......... 1. gQv 
III. ~ 1 Ke Benya ah wrctaes covas +. 115° 
IV. ; 4+ 2 ms ela as ae a) + 200° (nach 1 Min.) 
ie Se Lt ee 
oy + 300" t—". 6 Gl) 
d) + 130° ( ., 6 Std.) 
¥; 


+2 Aquiv. ae ee ciidenadedea 1 240 


Die Drehung der Ascorbinséure wachst also mit zunehmender 
Menge NaOH. Das Anwachsen der Drehung ist fiir jedes Aquivalent 
Alkali fast gleich. Die Drehung des Dinatriumsalzes unterliegt aber 
einer sehr schnellen zeitlichen Veranderung. Die oben gegebenen 
Gr6éBen sind auf der Basis der Konzentration an reiner Ascorbinsaure 
berechnet. 


B. Darstellung einer reinen Dehydroascorbinsdurelésung. 


Zu einer Ascorbinsaiurelésung, die eine kleine Menge kolloidales 
Platin enthielt, wurde etwas mehr als die berechnete Menge H,O, 
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zugesetzt. Es begann eine langsame, aber gleichmaBige Sauerstoff- 
entwicklung. Nach 5 Stunden war alles H,O, zersetzt, wie Priifungen 
mit einem K J-Kristall und mit Peroxydase und Guajaktinktur ergaben. 
Die H,O,-freie Lésung verbrauchte nicht einen Tropfen einer ver- 
diinnten Jod!ésung; es war also vollstind'g2 Oxydation der Ascorbin- 
sdure eingetreten. Der Anteil des kolloidalen Platins ist zu vernach- 
lassigen, die Lésung ist vollstind’g klar. Diese Lésung von Dehydro- 
ascorbinséure wurde fiir alle Versuche und Messungen benutzt. 


C. Die Drehung der Dehydroascorbinsdure und ihrer Natriumsalze. 





Lisung Spez. Drehung |c]j, 
Dehydroascorbinsaure (dargestellt mit Jod)............. + 56° 
me ( » Se MNMNNRY op '3a56 te once pra +- 56° 
As 1 Aquiv. NaOH..... POM anee epsterte + 26° 
9 | » +1 Aquiv. HCl - 10° 


(Den Berechnungen wurden wieder die Konzentration der Ascorbinsaure 
zugrundegelegt. ) 


D. Die Mutarotation von Dehydroascorbinsdurelésungen. 


1. Reine Dehydroascorbinséure (m/20). 





Oxydation mit H. 0. : : 
a Oxydation mit Jod 


ren 25 (Herbert u. a.) 
Std. ¢ ; [@];, 

20 + 0,48 + 55° 6° 

10 L. 0,35 40° 3° 

60 L. 0,20 990 6° 

96 0,05 L . go 
158 0.05 6° 


2. Der einz'ge Unterschied zwischen unserer Lésung und der von 
Herbert u. a. besteht darin, daB die letztere zwei Aquivalente H J enthielt. 
Darum war es notwendig, die Verainderung der Drehung in Gegenwart 
von Mineralsdure zu _ priifen. 





Lésung: Dehydroascorbinséure + 2 Aquivalente HCl (hergestellt durch 
Oxydation mit H,Q,). 
Endkonzentration: m/20; | 10 em. 
a ae so 
Std. D (Herbert u. a.) 
20 t 0,47 53" 


In Gegenwart 
von Saure 


2 + 0,37 + 42° |. 46° 2 Std. nach Oxydation 
4 + 0,26 30° 38° der Ascorbinsaéure 
6 +. 0,22 1. 250 + 30° mit Jod 


D4 +0 tL Qo + ¢0 
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Fiigt man 2 Aquivalente Alkali (NaOH) zu, so nimmt die Dehydro- 
ascorbinsaéurelésung eine blafgelbe Farbe an, die sich dann langsam 
vertieft. Die Drehung verandert sich unmittelbar nach dem Hinzufiigen 
auf fa]) 26°. Wird die braungelbe Lésung mit der berechneten 
Menge Siure angesauert, so bleibt die blafgelbe Farbe der Lésung und 
die Drehung von [«]}, 16° bestehen. Durch SaureiiberschuB kann 
die schwachgelbe Farbe nicht zum Verschwinden gebracht werden 


E. py-Wert und Leitfahigkeit der Dehydrouscorbinsdurelésung. 


Der py-Wert einer Dehydroascorbinsaurelésung, die wieder mit Hilte 
von Wasserstoffsuperoxyd hergestellt worden war, wurde elektrometrisch 
gegen eine n/10 Kalomelelektrcde bei einer Temperatur von 24° gemessen. 
Die Lésung wurde vor der Ablesung vollstandig mit reinem Wasserstoft 
gesattigt. Die Konzentration der Dehydroascorbinséurelésung war m/120 





Zeit Zeit 
p Drehung Drehung 
Std. Pu Std. PH 
0 68 oun 
20 2,1 + 55° 78 2,2 11° 
44 2,1 1 340 92 2,2 iy 





Der Versuch ergibt eindeutig, da die Wasserstoffionenkonzentra- 
tion keinen Veranderurgen unterliegt, obwohl sich die Drehung stark 
verandert. Hieraus kann geschlossen werden, daf sich der Lactonring 
der Dehydroascorbinsiure in wiasseriger Lésung wahrend 92 Stunden 
nicht 6ffnet. 


Fiir die molekulare Leitfahigkeit der Lésurg wurde bei 23° der 
Wert v = 56 gefunden. Die daraus berechnete Dissoziationskonstante 
hat die GréBe K 12.6. 10>. 


F,. Die reversible Reduktion der Dehydroascorbinsdure 
mit Schwefelwasserstoff. 

Reiner gasférmiger Schwefelwasserstoff wurde einige Stunden lang 
durch Lésurgen von Dehydroascorbinsaure geleitet, die mit Wasserstoff- 
superoxyd und kolloidalem Platin hergestellt worden waren und mehrere 
Stunden lang bei verschiedenem py gehalten wurden. Der Schwefel- 
wasserstoff wurde dann durch Durchleiten von Stickstoff vollstandig 
entfernt. Im fo'genden sind die Prozente der wiedergewonnenen 
Ascorbinsaure angegeben, die durch Titration mit Jodlésung bestimmt 
wurden. 

(ee ee toro aa eee eer 3.0 60 602-70: 30 


Wiedergewonnene Ascorbinsaure 100 100) 98 99 95°, 
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Ahnlich wurde eine Dehydroascorbinsiure behandelt, der ein 
Aquivalent NaOH zugesetzt worden war: die dabei wiedergewonnene 
Ascorbinsaiure betrug 95°. Bei Zugabe eines Uberschusses an Alkali 
erhielt man nicht viel mehr als 20°, der Ascorbinséiure nach der Be- 
handlung mit Schwefelwasserstoff zuriick. 


Es wurde 6 Stunden lang Schwefelwasserstoffgas eingeleitet. Die 
hehandelte Lésung bestand aus 10 cem n 20 Dehydroascorbinsaure 
locem n NaOH. 


PH - se eeeeee 10,0 11,5 


Ausbeute .... 155% 8% 


G. Die reduzierende Wirkung der Dehydroascorbinsdure. 


In sauren Losungen zeigt Dehydroascorbinsaure keine reduzierenden 
Kigenschaften. Bei zunehmendem pu-Wert der Lésurg oberhalb 6,0 
beginnt sie ihre Reduktionswirkurg zu zeigen und verhalt sich dann in 
alkalischer Lésung als ein stark reduzierendes Agens. So zersetzt ‘sie 
unmittelbar nach dem Zusatz Silbernitrat!6sung unter Bildurg von 
metallischem Silber, ebenso wie Ascorbinséure. Quantitativ wurde 
diese Reduktion durch Zusatz eirgestellter Silbernitratlésurgen zu 
Dehydroascorbinséurelésung von genau bekannter Konzentration ge- 
messen. Der nichtverbrauchte Teil des Silbernitrats wurde mit 
Ammoniumrhodanid titriert, dabei wurde gefunden, daB jedes Molekiil 
Dehydroascorbinséure zwei Atome Silber reduziert. Die Untersuchung 
von reiner Ascorbinsiurelésung mit Silbernitrat unter denselben Be- 
dingung?n zeigte ebenfalls, da8 in saurer L6sung ein Molekiil Ascorbin- 
siure zwei Molekiile Silbernitrat umsetzt. Wird jedoch die Silbernitrat- 
lésung zu einer ammoniakalischen Lésurg ‘von Ascorbinsdure hinzu- 
gésetzt, so reagiert der doppelte Betrag von Silbernitrat, so daf 
also in alkalischer Lésung ein Molekiil Ascorbinséiure vier Mole- 
kiile Silbernitrat umsetzt. Es ist einleuchtend, daf die erste 
Oxydation der Ascorbinsiure mit Silbernitrat Dehydroascorbinsaure 
ergibt, die in alkalischer Lésung mit zwei Molekiilen Silbernitrat 
weiter reagiert. 


H. Potentiometrische Titration von Ascorbinsdure- 


und Dehydroascorbinsdurelosungen. 


Unter vélligem Ausschlu8 von Luft wurde in eine Lésung von 
Ascorbinséiure, die mit reinem Wasserstoffgas gesattigt war, reine 
NaOQH-Lésung gegeben und dabei die Veranderung des py-Wertes 
beobachtet. Die Ergebnisse sind in Tabelle A enthalten. 
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Tabelle A. 
Konzentration von NaOH 0,2 n; Bezugselektrode: Kalomel; Konzentration 
der Ascorbinsaéure 0,01 n. Es wurden jeweils 50 cem Ascorbinsiurelésung 
untersucht. 





ecm NaOH EMK. Pu k’ 
1,69 0,550 4,458 
2,40 0,643 6,000 

(1 Aquiv. NaOH 2.5 ecm) 

2,51 0,842 9,483 
2,68 0,895 10,200 
2,76 0,905 10,357 2,40-10 
2,88 0,915 10,533 2 .51* 
3,03 0,923 10,677 2,45 
3,16 0,929 10,767 2.38 
3,51 0,942 10,983 2,59 


Die GréBe von AK’ wurde aus der Gleichung 
(OH’) - (Monovalentes Lactonanion) 
(Divalentes Anion) 


berechnet. Als Beispiel sei im fo'genden eine Berechnung ausgefiihrt. 
Legt man den in der Tabelle mit einem Stern bezeichneten Wert zu- 
grunde, so ergibt sich: 

Freies Alkali, bei py 10,533 berechnet 0,000 34 mol. Betrag des 
zugefiigten Alkalis 2,88 cem. Betrag an Alkali, der zur Bildung fiir das 
Mononatriumsalz verbraucht wurde, 2,5cem. Betrag an Alkali, der 
tatsachlich fiir die zweite Dissoziationsstufe verfiigbar ist, 2,88 — 2,50 

0,38 cem einer 0,2n NaOQH-Lésung im Volumen von 52,88 cem. Kon- 
zentration des zugefiigten Alkalis 0,0015 mol., Konzentration des zwei- 
wertigen Anions = 0,0015 — 0,00034 mol. 

0,000 34 - (0,01 (0,0015 — 0,000 34) ) 
K’ 2,5 - 10-—. 
(0,0015 —- 0,000 34) 

AnschlieBend wurde eine ahnliche potentiometrische Titration mit 

Ascorbinsaure ausgefiihrt und die Gleichgewichtskonstante im alkali- 


Tabelle B. 
Die Dehydroascorbinséurelésung war mit Wasserstoffsuperoxyd und 
kolloidalem Platin hergestellt worden, Konzentration m/110. Volumen 
der untersuchten Dehydroascorbinséurelésung = 50 ccm, Konzentration 
der NaOH 5/,,n. Messungen gegen eine n/10 Kalomelelektrode bei 21°. 





ecm NaOH EMK. Pu _ 
0 0,47: 2,3 
1,42 0,690 5,92 
1,68 0,867 8.87 
2,60 0,920 9,75 4,4-10 
3,20 0,961 10,43 3,5 


3,40 0,971 10,60 3,6 








— 
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schen Gebiet zwischen der monovalenten geschlossenen Ringform und 
der divalenten offenen Kettenform berechnet. Die Ergebnisse finden 
sich in Tabelle B. 


J. Untersuchungen tiber den Zirkulardichroismus 
des Ascorbinsduremolekiils. 

Schon im Jahre 1893 zeigte Cotton, dab bei einer echten Lésung 
einer optisch aktiven Substanz Zirkulardichroismus in der Nachbarschaft 
einer Absorptionsbande beobachtet werden kann; er wird hervorgerufen 
durch ein Elektronensystem, das zur optischen Rotation beitrigt. Nun 
hesitzt bekanntlich die d-Ascorbinsaure nicht die biochemischen Kigen- 
schaften ihres optischen Isomeren, des Vitamins C. Darum ist es von 
bedeutendem Interesse, die Anisotropieeigenschaften dieses Molekiils zu 
untersuchen. Die Ascorbinsiure hat eine Absorptionsbande im Ultra- 
violett, deren Maximum urgefahr bei 265 my liegt. Der Zirkular- 
dichroismus wurde aus den Messungen des Extinktionskoeffizienten fiir 
rechts und links zirkular polarisiertes Licht gemessen. Die experimen- 
tellen Einzelheiten dieser Methcde wurden von Ghosh u.a. (11) aus 
diesem Laboratorium ver6ffentlicht. Bedeuten £, und EF, die Extink- 
tionskoeffizienten von links und rechts zirkular polarisiertem Licht. so 
ist der Anisotropiefaktor g gegeben durch den Ausdruck 

E, — E, ee : - 
4 E (Ey My (Ki; + E,)). 
“0 
Die GréBe von g wurde bei 254 my bestimmt: es ergab sich eine grobe 
Differenz zwischen EF, und F,. Die Ergebnisse sind in Tabelle C ent- 
halten. 
Tabelle C. 


Wellenléinge 255 mu. 





Konzentration . 
éa Aiea & Mittel 
0,000 4 mol. 0,0428 | 
0.00015, 0,0373 | 0400 


Im Falle der Dehydroascorbinsiure gibt das Natriumsalz eine 
blafgelbe Lésung, die sogar in der griinlichblauen Gegend Zirkular- 
dichroismus ze‘gt. Ein monochromatischer, linearpolarisierter Licht- 


strahl ist nach dem Durckgang durch eine solche Lésung elliptisch 
polarisiert, was durch die verschiedenen Absorptionen der beiden 
entgegengesetzt zirkular polarisierten Komponenten hervorgerufen ist. 
Diese Elliptizitat, sowie d'e Rotationsdispersion wurden mit Hilfe eines 
von Bruhat (12) entwickelten Apparats im Sichtbaren gemessen. 
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Tabelle D. Messungender RotationsdispersionundderElliptizitat 
der Dehvdroascorbinsaéiure nach Bestimmungen von Bruhat im 
Sichtbaren. 


. 


Konzentration der Dehydroascorbinséiure, der 3 Aquivalente NaOH zu 





gefiigt worden sind m/ LOO. 
Liinge Mol 
der | Spez. Ellipti- r— Ez Ry ee 
: Lésung | Drehung nohae zitae , (41 ~ #r)ber novifisiont 
em , : 
6438A! 20 0,06 17° 
6200 20 0,06 179 
6000 20 0,07 20° 
5780 20 0,07 20° 
5460 20 0,08 22° 
5200 5 0,03 — 34° 
4938 2 - 0,01 ? 0,03 0,045 10,7 0,0042 
4738 2 0,01 ? 0,04 0,06 15 0,004 
4538 1 ? 0,02 0,06 23,7 0,0025 
fez—eér]-c-l 
* Elliptizitét d ; ¢ == Molare Konzentration; / = Linge in cm 


4 - 0.4343 


Herrn Dr. B.O. Kar und den Herren K. R. Kar und S. kK. Mukherjee 
sprechen wir fiir ihre Messungen des Zirkulardichroismus unsern besten 
Dank aus. 

Zusammenfassung. 

Es werden die physikalisch-chemischen Eigenschaften von Ascorbin- 
siure- und Dehydroascorbinsiurelésungen, naimlich die Rotation, 
Dissoziation, lonengleichgewichte, Zirkulardichroismus und reduzierende 
Eigenschaften beschrieben. Eine neue Darstellungsnethode von 
Dehydroascorbinsdurelésung, die ginzlich frei von fremden Substanzen 
ist, wird mitgeteilt. 
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Biochemie der Nitritbildung. 
I. Mitteilung: 
Ist an der biologischen Oxydation von Ammoniak durch Nitritbakterien eine 
Peroxydase- oder Katalasewirkung beteiligt? 
Von 

Krishnan Madhusudanan Pandalai. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Indian Institute of Science, 
Bangalore und dem Agricultural Research Laboratory, Quilon.) 


(Eingegangen am 9. August 1938.) 


Nach der Theorie von Bach und Chodat (1903) soll molekularer 
Sauerstoff in den Zellen mittels des Oxydase-Peroxydasemechanismus 
aktiviert werden. Die Oxydase verbindet sich mit dem molekularen 
Sauerstoff zu einer Peroxydverbindung; die Peroxydase befreit aus 
diesem Peroxyd aktivierten Sauerstoff, der schwer oxydierbare Sub- 
stanzen oxydieren kann. Au®erhalb der lebenden Zelle wird Ammoniak 
nicht durch atmospharischen Sauerstoff bei gewéhnlicher Temperatur 
oxydiert. Es scheint daher, daB in den Nitritbakterien entweder 
Ammoniak oder Sauerstoff bzw. beide irgendwie innerhalb der lebenden 
Zelle aktiviert werden. 

AuBer der Tatsache, daB Omeliansky (1962) keine Oxydase aus den 
Zellen der Nitritbakterien isolieren konnte, ist tiber den naheren Mecha- 
nismus dieses Assimilationsvorganges nichts bekannt. Chedat (1906) 
glaubte an das Vorhandensein einer Nitroxydase, das er jedoch nicht 
experimentell beweisen konnte. Bonazzi (1923) konnte auf erhalb der 
Zellen kein Ammoniak oxydierendes Enzym_ (,,Nitroxydase**) 
nachweisen, durch das der Organismus AmmOniak in salpetrige Saure 
wiirde iiberfiihren kénnen. Er hat jedoch an einer reinen Kultur von 
Nitrosococcus gezeigt, daB das molekulare Verhaltnis zwischen dem 
absorbierten Sauerstoff und dem gebildeten Nitritstickstoff gleich 3 ist. 
Das entspricht folgender Gleichung: 

NH, + 30->HNO, + H,0. 


Bonazzi zeigte weiterhin, 

daB das Eisen, das fiir die Reaktion wesentlich ist, in aktiven 
Kulturen von Fe” zu Fe’ reduziert wird: 

daB Wasserstoffsuperoxyd in schwach alkalischer Lésung Ammoniak 
zu salpetriger Saure oxydieren kann: 


daB man zwar ein Peroxyd oder eine Peroxydase in der Kultur- 
fliissigkeit selbst nicht nachweissen kann, daB aber Kulturen aktiver 
5 
Nitrosococcen oder mit Aceton und Ather abgetéteter und gewaschener 
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Bakterienzellen in alkalischer Lésung die Zersetzung von Wasserstoff- 
superoxyd katalysieren. Diese Fahigkeit geht beim Erhitzen der ab- 
getéteten Bakterien verloren. Auf Grund dieser Ergebnisse stellt 
Bonazzi folgende Hypothese auf: Eisen ist in den Bakterienzellen als 
Fe '-Eisen vorhanden. In dieser Form wirkt es als Sauerstofftrager 
durch Umwandlung in Fisen I] Peroryd. Unter Zugrundelegung der 
Auffassung von Bach und Chodat iiber die Oxydasewirkung wird weiter 
geschlossen, daB das Eisen durch seinen Autoxydationsmechanismus 
in den nitritbildenden Kulturen die Funktion des Peroxyds erfiillt, 
wahrend der Zerfall dieses Peroxyds unter Freiwerden von ,,aktivem™ 
Sauerstoff durch einen Mechanismus in der Zelle selbst, eine intra- 
cellulare Peroxydase, besorgt wird. Der Beweis von Bonazzi hierzu ist 
jedoch wenig iiberzeugend. Er meint, da} der Mechanismus, durch 
den inaktiver atmospharischer Sauerstoff aktiviert und zur Reaktion 
mit Stickstoff befaéhigt wird, durch die oxydationskatalytische Fahigkeit 
des Eisens mit dem traigen Luftsauerstoff zu reagieren, bedingt sei. 
Ich habe (1936) gezeigt, daB Eisen die Oxydation von Ammoniak zu 
Nitrit mit Hilfe von Wasserstoffsuperoxyd nicht zu katalysieren scheint 
und weiter, daB das bei der Reaktion gebildete Nitrit in Nitrat iiber- 
gefiihrt wird. Es ist auch gezeigt worden, daB H,O, im alkalischen 
Medium Nitrit zu Nitrat oxydieren kann, so daB zu erwarten ware, dab 
Ammoniak durch H,O, gleichzeitig zu Nitrit und Nitrat oxydiert 
wiirde. Halt man dem entgegen, daf die Nitrit- und Nitratbakterien 
in ihrer Reaktion ganz spezifisch sind, so gelangt man eher zu dem 
Ergebnis, daB bei der Oxydation von Ammoniak durch Nitritbakterien 
weder ein Peroxyd noch ein oxydase- oder peroxydaseartiges Enzym- 
system irgendwelchen Anteil haben kann. Auch in stark nitritbildenden 
Kulturen, die in verschiedenen Stadien und unter verschiedenen Be- 
dingungen gepriift wurden, ist es nicht gelungen, ein Peroxyd durch 
die Ather-Chromatreaktion nachzuweisen. Dies laBt nur die Méglichkeit 
offen, daB das Peroxyd, wenn iiberhaupt ein solches beteiligt ist, ein 
organisches Peroxyd und nicht Wasserstoffsuperoxyd ware. Es ist 
aber bekannt, daB8 sogar die Gegenwart von Spuren organischer Stoffe 
fiir die Nitritbakterien schadlich ist, so daB selbst die voriibergehende 
Bildung einer organischen Verbindung die Atmung der Organismen 
hemmen miiBte. In reinen Kulturen, besonders in Abwesenheit organi- 
scher Stoffe, wie im Omeliansky Nahrboden, besteht iiberhaupt keine 
Moglichkeit fiir die Bildung eines organischen Peroxyds. Weiterhin 
habe ich gefunden, daB organische Peroxyde wie Acetylperoxyd und 
Benzoylperoxyd, die zu den nitritbildenden Kulturen hinzugefiigt 
wurden, die Oxydation des Ammoniaks im Omeliansky-Nahrboden 
nicht in nennenswertem Umfange zustande bringen. Sie hemmen 
sogar die Nitritbildung. 
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Wenn man schon annimmt, daB ein Peroxyd gebildet wird, so 
sollte man die Gegenwart von Enzymen zeigen kénnen, die die Zer- 
setzung des Peroxyds unter Freisetzung von aktivem Sauerstoff zu- 
stande bringen. Mittels der Guajakreaktion konnte ich aber keinerlei 
Peroxydase in aktiven Kulturen nachweisen. Untersuchungen iiber 
die Zersetzung von Wasserstoffsuperoxyd einerseits durch frische 
Omeliansky-Losung und andererseits durch .eine kleine Menge. der ge- 
waschenen und von Nitrit befreiten Bakterien, zeigten nur eine sehr 
geringe Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds. Mit tiberschiissigem 
K MnO, konnte das gesamte eingesetzte Wasserstoffsuperoxyd quanti- 
tativ wiedergefunden werden. Die Bakterienzellen sind also nicht 
imstande, Wasserstoffsuperoxyd zu zersetzen. Mit frischen oder im 
Autoklaven erhitzten Bakterien wurden die gleichen Ergebnisse erhalten. 


Versuche. 


Zu allen Versuchen wurden Kulturen aktiver Nitritbakterien ver- 
wendet, die in der friiher (1. ¢.) beschriebenen Weise gewonnen waren. 


1. In einen sterilen Erlenmeyer-Kolben von 100 cem Inhalt wurden 
10cem einer kraftigen Bakteriensuspension, 1cem einer 1 %igen Lésung 
von p-Phenylendiamin und 1 cem einer 0,3°% igen lackmusneutralen 
Wasserstoffsuperoxydlésung gegeben. Ein zweiter Kolben enthielt 10 cem 
einer Bakterienaufschlimmung, | cem p-Phenylendiaminreagens, jedoch 
kein Wasserstoffsuperoxyd. Die Kolben wurden mit Watte verschlossen 
und kraftig geschiittelt. Es war “selbst nach 2 Stunden keinerlei Ver- 
anderung oder Verfarbung in den Kolben festzustellen. Das zeigt, dal 
die Bakterienkultur keine Peroxydaseaktivitat aufweist. 

2. Indieser Versuchsreihe wurde das p-Phenylendiamin durch Guajakol- 
reagens ersetzt. Es war keinerlei Blaufarbung zu beobachten. Ebenso 
negativ war die Reaktion mit Benzidinreagens, Nadireagens, o-Phenylen- 
diamin, Hydrochinon, Pyrogallol, Leukomalachitgriin und Jodwasserstoff. 

3. Kine verdiinnte Lésung von 0,1 %igem o-Cresol gibt mit Peroxydase 
in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd eine griine Farbe (in stiarkeren 
Losungen braun). Auch dieses Reagens zeigte keinerlei Peroxydase an. 

Zu Vergleichszwecken wurden frisch bereitete Lésungen von Meer- 
rettich- oder Kartoffelperoxydase sowie frische Milch verwendet. Obwohl 
diese Lésungen positive Reaktionen auf Peroxydasen gaben, vermochte 
keine von ihnen unter verschiedenen Bedingungen Ammoniak, oder 
Ammoniak in Omeliansky-Lésung zu Nitrit zu oxydieren. 

Falls aber nach Bonazzi das Eisen-II-Peroxyd im nitritbildenden 
System die Rolle des Peroxyds im System von Bach und Chodat innehat, 
dann miiBte es méglich sein, daB zugefiigte Peroxydasen oder Peroxyde 
eine Oxydation des Ammoniaks in Abwesenheit von Bakterien oder 
eine erhéhte Oxydation in ihrer Gegenwart erwirken kénnen. 


Die Bildung von Wasserstoffsuperoxyd bei der Oxydation organi- 
scher Substanzen ist ein wesentlicher Bestandteil der Theorie von 
Wieland iiber die biologischen Oxydationen. Seine Bildung ist in ver- 
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schiedenen Pflanzen-, Bakterien- und Tiersystemen nachgewiesen 
worden. Wenn wir, wie im Falle gewisser organischer Substrate, eine 
Substrataktivierung wahrend der biologischen Oxydation von Ammoniak 
annehmen, dann sollten wir Wasserstoffsuperoxyd als Zwischenprodukt 
nachweisen kénnen. 

Die Untersuchungen von Godlewski (a.a.O.) und von Bonazzi 
(a.a. QO.) iiber den Gasaustausch bei der biologischen Nitritbildung 
stiitzen die Annahme, daB die Reaktion nach der folgenden Gleichung 
verlauft : 

NH, + H,CO, + '/,0, > HNO, + HCHO + H,O. 


Es wird also Kohlensiure zu Formaldehyd reduziert mit Hilfe der 
Energie, die von der Oxydation des Ammoniaks zu salpetriger Saure 
stammt. Die Gleichung laBt offenbar keine Bildung von Wasserstoff- 
peroxyd erwarten. Wenn trotzdem Wasserstoffperoxyd gebildet 
werden sollte, dann miiBte es durch sichere und spezifische Reaktionen 
in aktiven Kulturlésungen nachzuweisen sein. Die folgenden Versuche, 
die teils mit alten, teils mit frischen oder im Ejisschrank aufbewahrten 
Kulturen ausgefiihrt wurden, gaben keine positiven Ergebnisse. 


1. Eine angeséuerte Lésung von Kaliumbichromat wurde in ein Reagens- 
glas gegeben, das 2 cem einer aktiven Kultur enthielt. Dann wurde Athe1 
zugefiigt. Falls Wasserstoffsuperoxyd zugegen ist, wird eine charakteristische 
blaue Farbe mittels Ather ausgezogen. Die Reaktion erlaubt den Nachweis 
von einem Teil Wasserstoffsuperoxyd in 80000 Teilen Wasser. 

2. Eine Guajakollésung (2° ig), gemischt mit einem oder zwei Tropfen 
Blut (oder 1 oder 2 ecm frischer Milch) gibt eine blaue Farbe, falls Wasser- 
stoffsuperoxyd zugegen ist. 

3. Wasserstoffsuperoxyd gibt mit einer alkoholischen Lésung von 
Guajakol und Schwefelséure eine blaugriine Farbe und mit einer Lésung 
von Chininsulfat in konzentrierter Schwefelséure eine intensiv gelbe Farbe. 

4. Lésungen von Vanadin- und Titanséure werden braun oder rot 
durch Wasserstoffsuperoxyd. Mit einer Mischung von Kaliumchlorat und 
Anilin in Gegenwart von Saure entsteht nach kurzer Zeit eine violette 
Farbe. Wenn Dimethylanilin anstatt Anilin verwendet wird, bildet sich 
eine gelbe Farbe. Durch die Reaktion kann 1 Teil Peroxyd in 5000000 Teilen 
nachgewiesen werden. 

5. Weinsaure gibt in Gegenwart von Ferrosalz bei Zugabe von Atzkali 
eine violette Farbung infolge der Bildung einer Ferriverbindung der Des- 
oxyweinsaure. 

6. Wenn eine Aufschlammung von Cer-Il]-Hydroxyd mit Wasser- 
stoffsuperoxyd behandelt wird, wechselt die Farbe der Aufschlammung 
von WeiB nach einem tiefgelben Orange infolge der Bildung eines sehr wenig 
léslichen Cer-I[V-Hydroperoxyds. 

2Ce (OH), + 3H,O, > 2 Ce (OH),.0.OH + 2H,0. 

Mit dieser Reaktion kénnen 10-* Mol/Liter und noch weniger Wasser- 
stoffsuperoxyd nachgewiesen werden. Der Nachweis von 10-° Mol/Liter 
ist vollkommen sicher. 
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7. In Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd, Chlorat, Bromat, Jodat, 
Phosphat, Sulfat, Hypochlorit geben auch Salze organischer Saéuren eine 
gelb griine Farbe mit 1 %iger Guajakollésung. Bei Zugabe von Salzsiéure 
oder Schwefelsiure geht die Farbe in Rot iiber. 

8. Titansulfat gibt eine gelbe Farbe mit Wasserstoffsuperoxyd. 

9. Eine Mischung von Ferrichlorid- und Kaliumferricyanidlésungen 
gibt eine blaue Farbe mit Wasserstoffsuperoxyd. 

Die meisten dieser Reaktionen fielen positiv aus, wenn zu denselben 
Kulturen 2ccem einer 0,1 %igen Wasserstoffsuperoxydlésung hinzugefiigt 
werden. Die Reaktionen sind sofort nach Zugabe von Wasserstoffsuperoxyd 
anzustellen, weil letzteres in saurer Lésung das Nitrit schnell oxydiert und 
Nitrit in aktiven Kulturen immer gebildet wird. 

Leider geben Versuche, die die Wirkung von Wasserstoffsuper- 
oxydzusitzen zu aktiven Kulturen der Nitritbakterien betreffen, keine 
brauchbaren Aufschliisse, einerseits, weil H,O, auf die in dem System 
vorhandene salpetrige Saure einwirkt, andererseits weil die Zellen 
durch die hohe Konzentration des Peroxyds in ihrer unmittelbaren 
Nachbarschaft geschadigt werden. Es ist bekannt, daB die Farbreaktion 
nach Griess-llosvay durch die_ Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd 
gestért wird. 

Man kénnte annehmen, daB das gebildete Peroxyd organischer 
Natur ist. Hierzu sei nochmals erwahnt, daB die Nitritbakterien durch 
organische Peroxyde geschaidigt werden. Auch Glucose, Harnstoff, 
Asparagin usw. iiben eine hemmende Wirkung auf diese Bakterien aus. 
Die folgenden Versuche zeigen, daB organische Peroxyde die Oxydation 
durch die Nitritbakterien nicht beschleunigen, sondern hemmen. 


Versuche. 


1. Je 10cem Omeliansky-Lésung wurden in 100 cem-Kolben gegeben 
und 0,5, 1 und 2g organische Peroxyde (Benzoylperoxyd, Acetylperoxyd, 
Athylperoxyd) hinzugefiigt. Die Versuche wurden unter sterilen Bedingungen 
ausgefiihrt. Die Kolben wurden mit Watte verschlossen, einige Tage stehen- 
gelassen und gelegentlich durchgeschiittelt. In entnommenen Proben 
konnte in keinem Falle Nitrit nachgewiesen werden. 

2. 0,5 g Acetylperoxyd, 0,5 g Benzoylperoxyd oder 0,5 g Athylperoxyd 
wurden zu 25cem Omeliansky-Lésung mit aktiven Nitritbakterien hinzu- 
gegeben. In gleicher Weise wurden Kontrollansaétze ohne Peroxyd durch- 
gefiihrt. Wahrend in den Kontrollversuchen in 40 Tagen 100 mg Nitrit- 
stickstoff gebildet waren, war in den Versuchen mit Peroxydzusatz kaum 
eine Nitritbildung festzustellen. 

AuBer Wasserstoffsuperoxyd wurden auch gewisse anorganische 
Peroxyde wie Titandioxyd, Antimonperoxyd, Mangandioxyd, Zink- 
peroxyd gepriift. Dazu wurden jeweils zu 25 ccm Omeliansky-Losung 
0,1 bis 1 g der verschiedenen Peroxyde gegeben und die Kolben gut 
geschiittelt, wobei die Bedingungen im iibrigen denen der normalen 
Versuche angeglichen wurden. Es war mittels der Reaktion von (riess- 
Tlosvay in keinem Falle irgendeine Oxydation des Ammoniaks fest 
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zustellen. Diese Versuche zeigen, daB bei der biologischen Oxydation 
von Ammoniak zu salpetriger Siure kein organisches oder anorganisches 
Peroxyd eine Rolle zu spielen scheint. 

Wo Peroxyde als Zwischenprodukte eines biologischen Oxyda- 
tionsprozesses gebildet werden, finden wir stets auch Peroxydasen, 
deren Funktion es ist, aus den gebildeten Peroxyden aktiven Sauerstoff 
freizumachen. Wenn also die biologische Oxydation des Ammoniaks 
mit der Wirkung eines Peroxydsystems verbunden ist, dann sollte es 
méglich sein, dasselbe mit Hilfe von zugefiigtem Peroxyd und Per- 
oxydase zu erreichen. Tabelle I gibt einige typische Versuche dieser 
Art wieder. Die Peroxydasen waren aus Kartoffeln, Meerrettichwurzeln 
und frischer Kuhmilch hergestellt (Thurlow, 1925). Nach dem Mischen 
der verschiedenen Substanzen wurden die Kolben kraftig geschiittelt 
und der Inhalt auf gebildetes Nitrit und zuriickbleibendes Ammoniak 
gepriift. Es wurde in vielen Versuchen gefunden, da Ammoniak in 
Gegenwart von Peroxyd, Peroxydase oder beiden zusammen, nicht 
oxydiert worden war, ausgenommen im Falle von Wasserstoffsuperoxyd 
allein, und da nur im kleinen Ausmah. Das bestatigt die Arbeit von 
Bonazzi (a.a.Q.). Ein Peroxyd-Peroxydasesystem ist also nicht im- 
stande, die Oxydation des Ammoniaks zu bewirken. Die verwendeten 
Peroxydasen waren frisch, aktiv, konzentriert und gaben alle Reaktionen 
zufriedenstellend. 

Tabelle I. 





: Omeliansky- Ammoniak. das 
Kolben Tgsung Peroxyd Peroxydase nicht oxydiert 
Nr. ecm zuriick bleibt 
1 10 2cem 3 %oiges Hy Oy 


(10 fach verdiinnt) 


to 


10 2cem Peroxydase 
aus Milch 


3 10 2cem 3%iges H, O, Dasselbe 

4 10 Oe ‘i 2 ccm Peroxydase 
aus Kartoffeln 

5 10 Mag SD as » 2cem Peroxydase 
aus Meerrettich 

6 10 2cem Peroxydase 
aus Kartoffeln 

7 10 2cem Peroxydase 
aus Meerrettich 

8 10 0,5 g Benzoylperoxyd Dasselbe 

9 10 05g TiO, A 

10 10 0.5 ¢ ZnO, » 

11 10 Bakterien- 


aufschlammung 
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Katalatische Wirksamkeit. 

Wasserstoffsuperoxyd wirkt, von sehr kleinen Mengen abgesehen, 
aiuberst giftig auf die meisten Enzyme. Wenn also Peroxyd erzeugende 
Systeme in der Zelle bestehen wiirden, ware irgendein Schutz- 
mechanismus nétig, um die Konzentration des Peroxyds nicht zu 
gro} werden zu lassen. Die Peroxydase und die Katalase sind die 
beiden Enzyme, die die Aufgabe haben, die Peroxyde zu_beseitigen, 
jedoch auf zwei verschiedenen Wegen. Peroxydase liefert Sauerstoff 
in aktivem, Katalase dagegen in molekularem oder inaktivem und 
damit biologisch unwirksamem Zustand. 

Die Feststellung, daB nur Sauerstoff aufnehmende, nicht aber 
anaerobe Zellen Katalase enthalten und daB die Verteilung der Katalase 
in Beziehung zum Sauerstoffbedarf der verschiedenen Zellen steht, 
laBt die Anwesenheit der Katalase in den Nitritbakterien erwarten, 
weil ihre Wirkung ausgesprochen aerob ist. 

Zur Priifung auf Katalasewirkung wurden folgende Versuche 
angestellt : 

1. Zu 10cem Omeliansky-Lésung, die sich in einem Kolben befand, 
lie} man 25cem H,O, aus einer Biirette durch eine Offnung im Stopfen 
des Kolbens hinzutreten. Das Volumen des entwickelten Gases wurde in 
einem Azotometer iiber Quecksilber bestimmt und die Zeit notiert. 

2. 25cem H,O, wurden zu 2g konzentrierter Bakterienkultur, die 
von Nitrit frei gewaschen war, hinzugefiigt. Der Kolben wurde kraftig 
geschiittelt und das gebildete Gas aufgefangen. Als konzentrierte Bakterien- 
kultur wurde ein Magnesiumearbonatniederschlag verwendet, den man 
durch Zentrifugieren aus einer aktiven Kultur erhalten und _ nitritfrei 
gewaschen hatte. 

3. Als Kontrollversuch diente eine gleiche Menge reines Magnesium- 
carbonat mit 25 cem H,Qg. 

4. 25 cem H,O, wurden zu einem UberschuB von angeséuertem Kalium- 
permanganat hinzugefiigt. Der entwickelte Sanerstoff wurde aufgefangen 
und gemessen. 

5. 25cem H,O, wurden zu 2ccm einer Katalaselésung von px 7,6 
zugegeben (nach M, Dixon, 1925) und das freigewordene Sauerstoffvolumen 
gemessen. 

Das py der Lésungen wurde immer aut py 7,6 gehalten und auch 
Versuche in einem py-Bereich von 7,6 bis 8,6 ausgefiihrt. Die folgende 
Tabelle II gibt einige typische Ergebnisse. 

Die Versuche zeigen, daB die Bakterien, die Ammoniak zu Nitrit 
oxydieren, keine Katalasewirkung haben. Auch die Méglichkeit, dab 
der frei gewordene Sauerstoff fiir die Oxydation des Ammoniaks ge- 
braucht und dadurch der Bestimmung entzogen worden ware, ist aus- 
zuschlieBen. Das kleine Volumen Sauerstoff, das in Kolben 2 frei 
wurde, wird auch in frischer Omeliansky-Lésung allein erhalten (Kol- 
ben 1); es kann also nur von einer Oberflichenzersetzung des H,O, 


herriihren. 
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Tabelle Ll. 
Volumen des unter 
Versuch s si Normalbedingungen auf- 
Inhalt der Kolben gefangenen Sauerstofts 
Nr. ecm 
l 10 cem Omeliansky-Lésung + 25 cem { 1,1 
0,3 %iges H, O, | 1,1 
BS 2¢ Zellsubstanz (-+ Magnesium- { 1,0 
. carbonat) + 25cem H,O, 1,1 
3 2 g reines Magnesiumcarbonat + 25 cem { 1,1 
H, 0, \ 1,3 
4 25cem H,O, + Uberschu8 von ange- | 24,8 
siuerter K MnO,-Lésung \ 24,9 
5) 25cem H,O, + 2 ccm eines Katalase- { 25,0 
praparats | 24,9 
Diskussion. 


Im Falle von Substraten wie Ammoniak, die auBerhalb der lebenden 
Zellen bei gew6hnlicher Temperatur und ohne die Hilfe stark oxy- 
dierender Stoffe nicht oxydiert werden, wohl aber in Gegenwart lebender 
Zellen, ist die Annahme einer Art biologischer Aktivierung durchaus 
naheliegend. Es kann sich dabei um eine Substrataktivierung oder eine 
Aktivierung des Sauerstoffs handeln. Es ist gezeigt worden, dab H,O, 
gleichzeitig Ammoniak zu Nitrit und Nitrit zu Nitrat oxydieren kann, 
beides im alkalischen Medium. Da die beteiligten Organismen in ihrer 
Wirkung sehr spezifisch sind Nitrosomonas oxydiert Ammoniak nur 
zu Nitrit und nicht zu Nitrat, Nitrobacter oxydiert nur Nitrit zu Nitrat 
und ist ohne Wirkung auf Ammoniak —, ist es unmdglich, daB ein 
Oxydase-Peroxydasesystem fiir die biologische Nitritbildung verant- 
wortlich ist. Es ist weiter gezeigt worden, daB Eisen im umgebenden 
Medium durchaus keine Wirkung auf die Nitritbildung hat. Eine 
Eisenkatalyse bei der Reaktion zwischen Ammoniak und Wasserstoff.- 
superoxyd ist also ausgeschlossen. Eisen ist jedech fiir das Wachstum 
der Bakterien notwendig. Ob Eisen wirklich eine so ausgesprochene 
Oxydoreduktionswirkung ausiibt, wie sie Bonazzi beschreibt, ist nicht 
klar. Wahrend Bonazzi die Auffassung von Bach und Chodat iiber den 
Wirkungsmechanismus der Oxydasen annimmt, zeigen unsere Ergebnisse, 
daB weder ein organisches noch ein anorganisches Peroxyd in aktiven 
Kulturen durch zahlreiche bekannte und empfindliche Reaktionen 
entdeckt werden kann. Auch bewirken organische und anorganische 
Peroxyde keine Oxydation des Ammoniaks, zumindest nicht unter 
Bedingungen, wie sie in einer Kultur der Nitritbakterien vorliegen. 
Peroxydasen (z. B. Peroxydase aus Kartoffeln, Meerrettich oder frischer 
Milch) und Peroxydasen in Verbindung mit Peroxyden sind ohne Wir- 
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kung auf Ammoniak und vermégen unter den eingehaltenen Bedingungen 
keine salpetrige Saure zu bilden. Demnach tritt wahrend der bakteriellen 
Oxydation von Ammoniak zu salpetriger Saure ein Oxydase-Peroxydase - 
system niemals in Tatigkeit. Es sei ferner betont, dafS Peroxyde auf 
diese Organismen, wie auf andere lebende Zellen, giftig wirken. 

Da wahrend der Oxydation von Ammoniak durch Bakterien unter 
entsprechenden Bedingungen salpetrige Saure in quantitativer Aus- 
beute erhalten wird und da andererseits Wasserstoffsuperoxyd, falls 
es gebildet wiirde, Nitrit weiter zu Nitrat oxydieren miiBte, ist die 
Moéglichkeit emer Bildung von Wasserstoffsuperoxyd als intermediares 
Produkt bei der Reaktion auszuschlieBen. 

Ks kénnte noch sein, daB sich Wasserstoffsuperoxyd zwar bildet, 
aber durch die vorhandene Katalase zersetzt wird. Die angefiihrten 
Versuche haben aber gezeigt, daB die Nitritbakterien keine Katalase 
hervorbringen. Damit scheidet also auch diese Méglichkeit aus. 

Diese Beobachtungen bedeuten einen weiteren Beitrag zu der 
friiher durch den Autor geiuBerten Ansicht, daB bei der bakteriellen 
Nitritbildung aus Ammoniak kein besonderes Enzymsystem aktiv ist, 
sondern daB es sich um eine katalytische Oberflachenreaktion handelt, 
die an gewissen aktiven Zentren der Zelloberflache der Bakterien vor 
sich geht. Die Bedeutung der Oberflachenstruktur fiir die Oxydationen 
in vivo ist vielfach betont worden (Meyerhof, 1924). Nur in einem 
kolloidalen System kénnen die mannigfaltigen Reaktionen, die sich 
in vivo zutragen, so geordnet nebeneinander verlaufen. Katalyse im 
weitesten Sinne des Wortes bestimmt jede Reaktion im Organismus, 
und da die lebende Zelle ein heterogenes kolloidales System ist, ist 
die entscheidende Rolle der Oberflichenkatalyse offenkundig. Ein 
solcher Fall liegt bei der biologischen Nitritbildung vor. 


Zusammenfassung. 


1. An der Oxydation von Ammoniak durch die Nitrit bildenden 
Bakterien scheint weder ein intracellulares Enzym noch ein Oxydase- 
Peroxydasesystem beteiligt zu sein. 

2. Wahrend Wasserstoffsuperoxyd eine sehr geringfiigige Oxydation 
von Ammoniak zu salpetriger Saiure bewirkt, oxydieren andere an- 
organische Peroxyde wie Titandioxyd, Mangandioxyd, Zinkperoxyd, 
Antimonperoxyd, Bariumperoxyd usw. oder organische Peroxyde wie 
Athylperoxyd, Acetylperoxyd, Benzoylperoxyd usw. Ammoniak nicht 


zu salpetriger Saure. 

3. In aktiven Kulturen der Nitritbakterien konnte unter ver- 
schiedenen Bedingungen mit Hilfe allgemeiner und zuverlassiger 
Methoden kein Wasserstoffsuperoxvd nachgewiesen werden. 
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4. Weder pflanzliche (aus Kartoffeln, Meerrettich) noch tierische 
(aus frischer Milch) Peroxydasen vermégen Ammoniak zu salpetriger 
Saure zu oxydieren, auch nicht in Verbindung mit Wasserstoff.- 
superoxyd. 

5. In aktiven Kulturen der Nitritbakterien konnte mittels all- 
gemein bekannter und empfindlicher Reaktionen keine Peroxydase 
nachgewiesen werden. 

6. Die Zellsubstanz der Nitritbakterien ist frei von Katalase- 
wirkung. 

7. Diese Ergebnisse fiihren zu der SchluBfolgerung, dah die Akti- 
vierung des Sauerstoffs innerhalb der Zelle erfolgen muB. 


Ich bin Herrn Dr. Gopala Rao vom College of Science, Waltair, 
auf dessen Anregung hin diese Arbeit begonnen wurde, und Herrn 
Professor Dr. V.Subrahmanyan fiir ihr groBes Interesse an dieser 
Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 
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Kin Universalpuffer fiir den p,-Bereich 2,0 bis 12,0. 
Von 
Torsten Teorell und Einar Stenhagen. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala. ) 
(Eingegangen am 17. Oktober 1938.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Fiir Untersuchungen, mit denen wir gegenwartig beschaftigt sind, 
benétigten wir einen Puffer, der 

1. iiber einen Bereich von 10 py-Einheiten mit méglichst konstanter 
Pufferungskapazitaét anwendbar ist, 

2. im gesamten Anwendungsbereich aus den gleichen Puffersalzen 
zusammengesetzt ist und einen konstanten Kationengehalt hat, 

3. frei von Stickstoff ist, 

4. leicht und reproduzierbar dargestellt werden kann und 

5. dessen Oberflichenspannung im gesamten Anwendungsbereich 
annahernd konstant ist. 

Mehrere Angaben itiber Universalpuffer liegen in der Literatur 
bereits vor (1). Keine der vorgeschlagenen Zusammensetzungen ent- 
sprach indessen unseren Anforderungen. Deshalb wurde eine neue 
Puffermischung ausgearbeitet, die die gewiinschten Eigenschaften 
besitzt. Der neue Puffer enthalt ein einziges Salzgemisch in alkalischer 
Lésung (Natriumcitrat, -phosphat und -borat), zu welchem wechselnde 
Mengen n/10 Salzséure zugefiigt werden. 


Darstellung. 


_ Bei der Bereitung der untenstehenden Lésungen ist es nicht un- 
bedingt notwendig, den hier angegebenen Normalitatsgrad genau ein- 
zuhalten, wesentlich ist nur, daB beider Mischung das hier vorgeschrie bene 
Verhdltnis der Komponenten eingehalten wird. Die Normalitat der 
Salzsiure muB aber der der Natronlauge entsprechen. Abweichungen 
der Absolutstarke der einzelnen Lésungen bis zu 10% sind ohne 
KinfluB auf das Ergebnis. 


A. Bestandteile. 


n Natronlauge (kohlensaurefrei). 58cem einer gesittigten Lésung 
von Natriumhydroxyd werden mit kohlenséurefreiem Wasser auf 1 Liter 
verdiinnt. Eine etwas weniger genau gestellte Lésung erhalt man durch 
Kinwigen von 40,0 g festen Natriumhydroxyds pro Liter (im allgemeinen 
mu8 man einen Uberschu8 von 2% des Gewichts anwenden, um den Wasser- 
gehalt des Hydroxyds auszugleichen). Jedenfalls ist die Starke der Lauge 
durch Titration mit einer Salzsiure bekannter Starke zu kontrollieren. 
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Phosphorsdure. Man verdiinnt 35 cem 85 %Qiger Phosphorsiure (spez. 
Gew. 1,70) auf 1 Liter. Der Titer der erhaltenen Lésung wird durch Titration 
von 20,00 cem der oben beschriebenen Natronlauge ermittelt. Man ver- 
wendet Phenolphthalein als Indikator und titriert von Rot auf schwaches 
gerade verschwindendes*“* Rosa. Die Beobachtung des Umschlages ist 
nicht immer ganz leicht, laBbt sich aber resproduzierbar durchfiihren. 

Citronensdure. 70g kristallisierte Citronensiure werden in Wasser 
gelést und auf | Liter aufgefiillt. Der genaue Titer der erhaltenen Lésung 
wird wie bei der Phosphorséurelésung bestimmt. Der Farbumschlag des 
Phenolphthaleins ist hier sehr scharf wahrnehmbar. 

Borsdure, kristallisiert. 

n/10 Salzsédure. Eine genau eingestellte Salzsaurelésung kann aus 
einer bei konstanter Temperatur siedenden Salzsiure (Darstellung nach 
Hulett und Bonner) (2) erhalten werden. 18,019 g der bei 760 mm Hg iiber- 
destillierten Saéure werden auf 1 Liter verdiinnt. Ist n/10 Salzsaure bereits 
vorhanden, so ist ein etwaiger Faktor zu beriicksichtigen, falls diese Saure 
zur Herstellung des Puffers benutzt werden soll. 


B. Pufferstammlésung. 

Die je 100,0 com genau n Natronlauge entsprechenden Mengen an 
Citronensdure- und Phosphorsaurelésung (etwa 100 cem) werden in 
einen 1000-ccm-MeBkolben gefiillt. Dazu gibt man 3,54 g kristallisierte 
Borséure und 343,0 cem (= 357,06 g) n Natronlauge. Man fiillt mit 
kohlensaurefreiem destilliertem Wasser auf. Die Stammlésung ist beim 
Aufbewahren vor der Kohlensaure der Luft zu schiitzen. Man verwahrt 
sie am bequemsten in einer mit einer automatischen 20-ccm-Biirette 
versehenen Flasche. 

C. Pufferldsungen. 

Zur Herstellung der Pufferlésung von gewiinschtem py gibt man 

zu, 20,00 ccm der Pufferstammlésung die aus der Tabelle I zu ersehende 


Tabelle LI. 
Beispiel: Es wird py 6,70 gewiinscht. 20 cem der Stammlésung + 34,65 ccm 
n/10 HCl (aus der Tabelle erhalten) werden mit Wasser auf 100 cem auf- 
gefiillt. 





pa ,00 10 520 30 40 50 60 570 80 90 


t 
v 


73,30 70,35 67,85 65,70 63,85 62,25 60,80 59,55 58,45 57,40 
56,50 55,70 54,95 54.30 53,70 53,20 52,65 52,10 51,55 51,02 
50,50 49,97 49,45 48,90 48,35 47,80 47,26 46,75 46,22 45,68 
45,18 44,60 44,65 43,50 42,94 42,36 41,80 41,23 40,61 40,00 
39,42 38,74 38,09 37,45 36,74 36,06 35,36 34.65 33,92 33,25 
32,65 31,98 31,45 30,83 30,35 29,87 29,43 29,05 28.68 28,33 
98,02 27,69 27,45 27.25 26,90 26,60 26,10 25,63 24,90 24,33 
23,75 23,05 22,388 21,72 21,12 20,52 19,94 19,37 18,81 18,35 
17,92 17,43 16,97 16,64 16,36 16,15 15,95 15,70 15,40 15,02 
11 14,52 13,93 13,20 12,30 11,23 10,00 840 6,60 4,70 2,60 
12 0,40 
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Menge n/10 Salzsiure und fillt mit kohlensdurefreiem destilliertem 
Wasser auf 100 ccm auf. Die notwendigen Mengen Salzsaure fiir in 
Tabelle I nicht aufgenommene py-Werte kénnen durch lineare Inter- 
polation ermittelt werden. 


Eichung und Genauigkeit. 

Die pu-Werte der Tabelle I sind durch Prazisionsmessungen mit 
der strémenden Wasserstoffelektrode bei 20,0°C erhalten. Eine 
3,5 n Kalomelelektrode diente als Bezugselektrode und die Berechnung 
ist nach Clark (3) durchgefiihrt (als Potential der Halbzelle wurde 
0.2541 Volt eingesetzt, die Fliissigkeitsgrenzpotentiale wurden vernach- 
lassigt). Es wurden etwa 25 verschiedene py-Werte im Bereich von 
2 bis 12 gemessen. Aus der erhal- 














ccm tenen Kurve (Abb. 1) wurden die 
” Mee a at | Pe Pe Werte der Tabelle | interpoliert. 
60 In besonderen Versuchen wurde 

0 +--+ festgestellt, daB bei der Herstel- 
- £2 lung der Pufferlésungen aus der 
oad | | Pufferstammlésung durch  ver- 
schiedene Experimentatoren der 

ad i durchschnittliche Fehler etwa 0,03 

10 p+ —+——+-+-M_ 9H-Einheiten betragt. Im alkali- 

0 schen Bereich ist die Genauigkeit 


infolge der ,,Kohlensaurefehler* 


ances P 
sen: geringer. 

Es kénnte eine mehr saure 
Pufferstammlésung vorteilhafter erscheinen als die von uns vorge- 
schlagene, da bei ihr Stérungen durch die Kohlensiure der Luft und 
durch Alkaliabgabe seitens des Glases nicht zu befiirchten ware. Wir 
haben indessen gefunden, daB in einer sauren Lésung sehr viel leichter 
Schimmelpilze wachsen als in der von uns vorgeschlagenen alkalischen 
Lésung. Unter KohlensaéureabschluB und in Flaschen aus Pyrex- oder 
Jenaglas halt sich die Stammlésung monatelang unverandert. 


Pufferungskapazitaét. Einflu8 von Verdiinnung 
und Temperatur. 

Im pu-Bereich von 3 bis 11 ist die Pufferkapazitat fast linear. 
Zusatz von etwa 5ccem n/10 Salzsiure oder Natronlauge pro 100 ccm 
bewirkt Anderungen von etwa einer py-Einheit. Zwischen py 7,5 und 
8,5 sowie 10 und 11 ist die Kapazitat etwas geringer (vgl. Abb. 1). 


Der EinfluB der Verdiinnung und Konzentration der Pufferlésungen 
ist an den beiden auBersten Enden der py-Skala am gréBten. Tabelle IT 
erlautert diese Verhaltnisse. 
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Tabelle LI. 





Pa 
2.66 7.48 10,82 
Verdfinnt: B/E 2. os... een dates + O16 t 0,08 0,10 
Konzentriert 2/1 .......... 0,18 0,09 0,10 


Der Temperatureffekt ist zwischen 15 und 25°C zu_vernach- 


lassigen, im alkalischen Bereich scheint er leicht negativ zu sein (vgl. 
Tabelle I11). 
Tabelle ILI. 





Temperatur ° C PH 
15,0 0,01 L. 0,03 0,04 
20,0 4,09 7.50 10,81 
25.0 +. 0,03 0,04 0.07 


Die Molaritat der einzelnen Bestandteile der gebrauchsfertigen 
Puffermischung ist in Tabelle [V wiedergegeben. 


Tabelle IV. Molaritat dereinzelnen Bestandteileinder gebrauchs 
fertigen Pufferlésung. 
H,PO, 0,0100 
H,BO, 0,0114 
H,Ci 0.0067 | 
NaOH 0,069 
HCl 0,0004 (py etwa 12) bis 0,073 (py etwa 2). 


konstant iiber das gesamte Gebiet. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Universalpufferlésung reproduzierbarer Zusammen- 
setzung beschrieben. Das py wird durch Zusatz wechselnder Mengen 
Salzsiure eingestellt. Die Puffermischung ist im px-Bereich 2 bis 12 
anwendbar und besitzt in diesem Bereich eine ziemlich konstante 
Pufferungskapazitét und eine fast konstante Oberflachenspannung. 
Sie hat einen konstanten Kationengehalt, ist stickstoffrei, enthalt 
aber Phosphor. 
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Zur Kenntnis der Histidincarboxylase *. 
Von 
). Werle und K. Heitzer. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Chirurgischen Klinik der 
Medizinischen Akademie in Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 10. November 1938.) 


I. Versuche zur Reinigung der Histidincarboxylase. 

Gewisse Organe verschiedener Tiere enthalten ein Ferment, welches 
Histidin zu Histamin decarboxyliert (1, 2,3, 4,5). Das Ferment 1aBt 
sich dem zerkleinerten Gewebe leicht und vollstandig durch Wasser 
entziehen. Es bietet dabei keinen Vorteil, an Stelle von destilliertem 
Wasser als Extraktionsmittel Tyrodelésung, 0,1 mol. primares bzw. 
sekundares Phosphat oder 5°,,ige Natriumchloridlésung zu verwenden, 
auch erhéht sich die Fermentausbeute nicht, wenn das zerkleinerte 
Organ 24 Stunden in chloroformgesattigtem Wasser autolysiert. Zur 
Reinigung der Histidincarboxylase gehen wir daher von wiasserigem 
Nierenextrakt aus, der jeweils aus frischen Organen gewonnen wird. 
Kine Reinigung des Ferments lieB sich auf verschiedene Weise bewirken, 
z. B. mit Hilfe der Adsorptionsanalyse. Als Adsorptionsmittel wurde 
Alum. oxydat. hydric. pur. Merck gewahlt. Fiir diese Reinigungsversuche 
sind allerdings die unveranderten wasserigen Nierenextrakte ungeeignet, 
weil die Adsorptionsschichten nach Beschickung mit dem Extrakt sehr 
rasch vollig undurchlassig werden. Wir verwendeten daher vorgereinigte 
Fermentlésungen, die z. B. durch wiederholte Fallung des Ferments, 
durch Halbsattigen des Extrakts mit Ammonsulfat, Aufnehmen des 
Niederschlags in Wasser und Entfernen des Ammonsulfats durch 
Dialyse gewonnen worden waren. Das Ferment wird dann bei guter 
Filtrationsgeschwindigkeit durch die Adsorptionsschicht voéllig zuriick- 
gehalten und kann nach dem Waschen der Saiule mit Wasser durch 
0,3 mol. Bicarbonat wieder eluiert werden. Wir fanden dabei z. B. eine 
Reinigung aufs Siebenfache und eine Fermentausbeute von etwas 
iiber 100°). 

Hohere Reinheitsgrade erzielten wir mit den iiblichen Adsorptions- 
verfahren. Als Adsorptionsmittel verwandten wir Fullererde, Kaolin 
und Tonerde Cy. Es zeigte sich, daS das Ferment aus Kaninchen- und 
Meerschweinchenniere in neutraler Lésung leicht an Fullererde und 
Tonerde C y adsorbiert wird. Von Kaolin wird das Ferment des Ka- 
ninchenextrakts sehr wenig aufgenommen. Man kann z. B. 10 ccm 
Extrakt dreimal hintereinander mit je 1,5 g¢ Kaolin ohne wesentlichen 
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Fermentverlust durchschiitteln. Allein schon durch diese Behandlung 
wird das Ferment bis aufs Sechsfache gereinigt. Verfahrt man _ bei 
Meerschweinchennierenextrakt in gleicher Weise, so werden im Gegen- 
satz zum Kaninchenferment mehr als 80°,, adsorbiert. — Das an Kaolin 
und Fullererde gebundene Ferment li8t sich mit wechselnder Ausbeute 
durch destilliertes Wasser, 0,3 mol. Natriumbicarbonat oder sekundares 
Natriumphosphat eluieren, wobei Reinigungen bis aufs Zehnfache 
erzielt werden. Die besten Reinigungseffekte ergaben sich bisher bei 
folgendem Vorgehen: Kaninchennierenextrakt wird durch zwei- bis 
dreimaliges Schiitteln mit Kaolin vorgereinigt. Das Ferment wird dann 
an Tonerde C y adsorbiert und nach dem Waschen des Adsorbats mit 
dest. Wasser durch 0,2 mol. sekundares Natriumphosphat eluiert. Die 
héchste dabei beobachtete Reinigung war eine 34,5fache. 

Die beschriebenen Reinigungsverfahren wendeten wir auch _ bei 
Nierenextrakten jener Tiere an, die nur sehr geringe oder auch gar keine 
Decarboxylaseaktivitat aufweisen, in der Hoffnung, eine Erhéhung 
derselben beobachten zu kénnen. Derartige Extrakte, z. B. aus Schweine- 
und Hundenieren, enthalten eine sehr wirksame Histaminase, welche 
den Nachweis der Histidincarboxylase erschwert. Es gelingt nicht, 
durch Ausschiitteln der Histaminase (6) mit Hilfe von Kaolin (7) im 
verbleibenden Extrakt eine (scheinbare) Verstarkung der Histidin- 
carboxylasewirkung nachzuweisen. Sie wird im Gegenteil bei Schweine- 
niere nach ein- bis zweimaligem Durchschiitteln mit Kaolin geringer als 
im unveranderten Extrakt, da neben groBen Histaminasemengen auch 
die vorhandene geringe Decarboxylasemenge adsorbiert wird. Eine 
Trennung von Histaminase und Histidincarboxylase gelingt dagegen 
bei Extrakten aus Kaninchennieren, wie Holtz (5) fand und wie wir 
bestatigen kénnen. 

Durch Bestrahlen mit ultraviolettem Licht wird sowohl! die Histidin- 
carboxylase als auch die Histaminase zerstért. Durch Halbsattigen 
mit Ammonsulfat werden die unbestindigen Lésungen der Histidin- 
carboxylase haltbarer. 


li. Uber die Wirkungsgruppe der Histidinearboxylase. 

Die Histidincarboxylase wird durch Spuren von Blausaure ge- 
hemmt (1). In vorgereinigten Praparaten fanden wir, daB diese Hem- 
mung bei 0,601 mol. Blausdurelésung vollstandig ist und bei 0,0001 mol. 
Blausaure noch 50°,, betragt. Die Hemmung ist reversibel. Das inakti- 
vierte Ferment kann durch Dialyse gegen flieBendes Wasser reaktiviert 
werden (2). Die Histidincarboxvlase wird durch Kohlenoxyd wenig 
oder gar nicht gehemmt (2). 

Fiir die Histaminase haben nun SN. Edlbacher und A. Zeller (7, 8) 
ein ahnliches Verhalten nachgewiesen. Sie fanden, dab die Histaminase 
durch Blauséure reversibel gehemmt und da das Ferment durch 
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Kohlenoxyd in seiner Wirksamkeit nicht beeintrachtigt wird. Zeller (9, 10) 
fand weiterhin, dafi} die Histaminase [— Diaminoxydase (10)] in spezi- 
fischer Weise durch Hydroxylamin und Semicarbazid gehemmt wird 
und da®B diese Hemmung durch den Zusatz von Brenztraubensaure 
verhindert werden kann. Aus diesem Verhalten des Ferments schlieBt 
Zeller, daB die prosthetische Gruppe der Diaminoxydase eine Carbonyl- 
gruppe enthalt. 

Im Hinblick auf das gleichartige Verhalten der Histidincarboxylase 
und der Diaminoxydase gegeniiber Blausiure und Kohlenoxyd priiften 
wir das Verhalten der Histidincarboxylase gegeniiber Hydroxylamin 
und Semicarbazid. Dabei fanden wir, daB diese beiden Stoffe auch die 
Carboxylase des Histidins schon in geringsten Spuren vollkommen zu 
hemmen vermégen. Hydroxylamin hemmt das vorgereinigte Ferment 
noch in 0.00001 mol. Lésung zu fast 100°;,. 0,001 mol. Semicarbazid- 
lésung hemmt stets zu fast 100°,,, 0,0001 mol. Semicarbazidlésung noch 
zu 80°,,!. Die hemmende Wirkung des Hydroxylamins, welche also viel 
starker ist als die des Semicarbazids, ist noch in |. 10 § mol. Lésung 
deutlich nachweisbar.. Auch bei der Histidincarboxylase vermag der 
Zusatz von Brenztraubenséure die hemmende Wirkung der genannten 
Zusitze stark herabzusetzen und das schon inaktivierte Ferment zum 
Teil zu reaktivieren. Fiir den Nachweis dieses Effekts ist es notwendig, 
die Brenztraubenséurekonzentration in bestimmten Grenzen zu halten, 
da, wie wir fanden, auch die BrenZtraubensaure eine nicht unbetracht- 
liche Hemmung des Ferments bewirkt. 0,1 mol. Brenztraubensaure- 
lésung hemmt total 0,01 mol. zu 70°,,, 0,001 mol. nicht meBbar. 

Die Hemmung der Carboxylaseaktivitét durch Hydroxylamin 
und Semicarbazid nimmt mit steigender Substratkonzentration deutlich 
ab, ein Zeichen dafiir, daB diese Hemmungskérper mit dem Substrat 
um die Wirkungsgruppe des Ferments konkurrieren. 

‘ Aus unseren Versuchen schlieBen wir, daB wie bei der Histaminase 
die Blausiurehemmung keine Schwermetallhemmung darstellt, sondern 
daB auch hier mit gréBter Wahrscheinlichkeit das Agon des Ferments 
als ein wichtiges Bauelement eine Carbonylgruppe enthalt. Dieser 
Annahme zufolge kann man den Mechanismus der Histidindecarb- 
oxylierung durch die Histidincarboxylase folgendermaBen formulieren : 


R R 
I. Enzym >C = 0O+H,-N-C-H > Enzgym>C=N—C-H +H,0, 
COOH COOH 
R R 
II. Enzym > C= N .C-H > Enzym > C = N.C-H CO,, 
COOH H 


' Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen hat der eine von uns 
(Werle) die starke Hemmungswirkung des Semicarbazids und Hydroxyl- 
amins auch am iiberlebenden Nierenschnitt beobachtet. 
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R 
III. Enzym > C = N-C-H-+H,0O + Enzym > C = O + H,N-CH,.R, 

H 
wobei RK den Rest des Histidinmolekiils bedeutet und Enzym - C = O 
die Histidincarboxylase. 

Danach wiirde sich das Enzym unter Wasseraustritt mit dem 
Substrat unter Bildung eines substituierten Imins zusammenlagern. 
Diese Verbindung wiirde dann spontan Kohlenséiure abspalten und 
weiter durch Hydrolyse in das freie Amin und in regeneriertes Ferment 
zerfallen. Danach ware der Mechanismus der Histidindecarboxylierung 
dem der z-Ketosdurendecarboxylierung, wie er sich nach den Langen- 
beckschen Untersuchungen (11) darstellt, sehr ahnlich. Die Carboxyl- 
gruppe und die NH,-Gruppe an Enzym und Substrat hatten demnach 
ihren Platz vertauscht. 

Aus naheliegenden Griinden interessierte uns, ob die Co-Carboxylase 
und das Vitamin B, die Aktivitaét der Histidincarboxylase zu steigern 
vermégen. Unsere Versuche zeigten aber, daB eine Beeinflussung des 
Ferments stets nur im Sinne einer Hemmung zu beobachten war. Die 
Wirkung der Zusitze wurde dabei unter den verschiedensten Bedin- 
gungen untersucht, z. B. mit und ohne vorherige Inkubation mit dem 
Ferment, unter Stickstoff und unter Sauerstoff. 

Die Hemmungsversuche mit Semicarbazid und Hydroxylamin 
lassen noch keine Entscheidung dariiber zu, ob die Carbonylgruppe 
einem Aldehyd oder einem Keton angehért. Wir suchten dariiber 
durch Hemmungsversuche mit Natriaumbisulfit Klarheit zu bekommen. 
Diese ergaben, daB Natriumbisulfit die Histidincarboxylase in der Tat 
stark hemmt, z. B. in 0,003 mol. Lésung zu 76°. Die Hemmungs- 
wirkung des Bisulfits steht aber hinter derjenigen des Semicarbazids 
oder des Hydroxylamins weit zuriick. AuBerdem ist die Hemmung 
zum Teil vorgetéuscht dadurch, daB das fermentativ gebildete Histamin 
durch Bisulfit angegriffen wird. Unter den Bedingungen unserer 
Fermentversuche werden z. B. von 10 Histamindichlorhydrat in 
0,006 und 0,003 mol. Bisulfitlbsung 40 bzw. 25°, inaktiviert. Wir 
méchten daher die aufgeworfene Frage auf Grund der Bisulfitversuche 
noch nicht beantworten. 


III. Verhalten der Aktivitaét der Histidincarboxylase in Gegenwart 

verschiedener Aminosiuren. 

Wenn die Decarboxylierung von Histidin durch tierische Carboxy- 
lase nur einen Spezialfall einer allgemein wirkenden %-Aminosiauren- 
carboxylase darstellen wiirde, so miiBte der gleichzeitige Zusatz von 
aiquimolekularen Mengen anderer Aminoséuren die Histaminbildung 
aus Histidin mehr oder weniger stark herabsetzen, je nach der Affinitat 
des Ferments zu den jeweils vorhandenen Aminosduren. Unsere Ver- 
suche haben nun folgendes ergeben: Der Zusatz von Alanin, Leucin, 
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Ornithin und Prolin setzt die Histaminausbeute nicht herab. Eine 
geringe Hemmung bewirken Glykokoll und Glutaminsaure. 

Cystein hemmt bei einstiindiger Inkubation und in 0,0042 mol. 
Lésung um 94°,,, in 0,00042 mol. Lésung noch um 36°... Interessant ist, 
daB weit starkere Lésungen von Cystin aur eine geringe Hemmung 
bewirken. So verursachte eine 0,005 mol. Lésung eine Hemmung von 
nur 21°. Diese Tatsache weist darauf hin, daB bei der Hemmungswir- 
kung des Cysteins die SH-Gruppe von besonderer Wichtigkeit ist, der 
gegeniiber die N H,-Gruppe von untergeordneter Bedeutung zu sein scheint. 

Von besonderem Interesse war es, Versuche mit Tyrosin- und 
Tryptophanzusatz auszufiihren. Werle und Mennicken (12), sowie Holt: 
und Mitarbeiter (13, 14) berichteten namlich iiber die Decarboxy- 
lierung von Tyrosin (12, 14) und Tryptophan (12) durch ein Ferment, 
dessen Verteilung im tierischen Organismus dieselbe ist wie die der Histi- 
dincarboxylase. Dariiber hinaus wurde die Decarboxylierung von Tryp- 
tophan und Tyrosin, wie diejenige des Histidins, durch 0,001 mol. Blau- 
siurelésung véllig gehemmt (12). Daraus schlossen wir, daB die wirk- 
samen Fermente wabhrscheinlich identisch sind. Cber diese Frage nun 
miiBten Versuche mit gleichzeitigem Zusatz von Histidin und Tyrosin 
bzw. Tryptophan AufschluB geben. Bei unseren Versuchsansatzen gaben 
wir zum Ferment eine gleichbleibende Menge Histidin und sinkende 
Mengen Tyrosin bzw. Tryptophan. Dabei zeigte sich, daB schon geringe 
Zusitze von Tryptophan die Histaminausbeute stark herabsetzen. Die 
Versuche mit Tyrosin ergaben wechselnde Resultate. Manchmal wurden 
schon nach Zusatz kleiner Tyrosinmengen starke Hemmungen beobachtet. 
Meist aber war selbst bei gréBeren Tyrosinmengen keine Hemmung 
bemerkbar. Wir kénnen uns diese Merkwiirdigkeit noch nicht erklaren. 
Phenylalanin und Dijodtyrosin hatten keine hemmende Wirkung. 
Dioxyphenylalanin hemmte interessanterweise sehr stark. P. Holtz (17) 
berichtete kiirzlich, daB diese Substanz durch Nierenextrakt unter 
Bildung einer blutdrucksteigernden Substanz decarboxyliert wird. 
Die Beantwortung der Frage, ob die beobachteten Hemmungen darauf 
beruhen, daB das gleiche Ferment, also die Histidincarboxylase, die 
genannten hemmenden Aminosauren decarboxyliert, kann erst durch 
die quantitative Messung aller entstehenden Reaktionsprodukte, die 
wir in Angriff genommen haben, entschieden werden. 

Auf ihre Fahigkeit, die Aktivitat der Histidincarboxylase zu beein- 
flussen, wurden ferner Hefeadenylsdure und Adenylpyrophosphorsaure 
gepriift. Hefeadenylsiure hatte keinen EinfluB, Adenylpyrophosphor- 
siure dagegen wirkte stark hemmend. 


IV. Uber die Spaltbarkeit von Carnosin durch Meerschweinchennierene xtrakt. 


Wenn das Peptid Carnosin durch Meerschweinchennierenextrakt 
gespalten wiirde, so miiBte |-Histidin und f-Alanin entstehen. |-Histidin 
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wiirde dann weiter unter Decarboxylierung in Histamin tibergefiihrt 
werden, welches pharmakologisch leicht nachgewiesen werden kénnte. 
Versuche, die wir in dieser Richtung anstellten, ergaben in der Tat eine 
deutliche Histaminbildung durch Meerschweinchennierenextrakt in 
Gegenwart von Carnosin. Wenn die von uns beobachteten Umsitze 
auch sehr gering sind, so erblicken wir in ihnen doch eine Bestatigung 
der inzwischen gemachten Angaben von Severin und Georgiewskaya (18) 
sowie von Garkawi (19), wonach im Nierengewebe eine Carnosin spal- 
tende Peptidase enthalten ist. 


Versuchsteil. 
I. Reinigung der Histidinearboxylase mit Hilfe von Adsorptionsschichten. 


Versuchsbeispiel. Meerschweinchennierenextrakt (1:3) wird mit 
Ammonsulfat halb gesattigt, der Niederschlag durch Zentrifugieren 
isoliert, in Wasser aufgenommen und 48 Stunden gegen flieBendes 
Wasser dialysiert. Die Lésung wird nochmals mit Ammonsulfat halb 
gesittigt und dieser zweite Niederschlag wie der erste behandelt. Von 
der resultierenden Lésung werden 40 ccm durch eine Adsorptions- 
schicht von Alum. oxydat. pur. pulv. Merck unter Saugen filtriert!. 
Danach werden 15 cem Wasser und schlieBlich 20 cem m/3 Bicarbonat- 
lésung durch die Adsorptionsschicht gesaugt. Es werden zwei Anteile 
des Bicarbonateluates getrennt aufgefangen, und zwar zuerst 3,5, dann 
5eccm. Beim Filtrieren und Eluieren werden pro Minute etwa 4 cem 
DurchfluB erzielt. 


Je 2ccm der einzelnen Lésungen werden mit je 1 cem 0,2 mol. 
sek. Natriumphosphat und 5 mg Histidinbase, gelést in 0,5 cem H,O, 
versetzt. Die Ansitze werden mit Toluol iiberschichtet und unter N, 
14 Stunden bei 37° belassen. 


Dabei wurden folgende Histaminbildungen gemessen: 


Tabelle I. 





leem Versuchs- 

lésung entspricht 

mg organischer 
Substanz 


Histamin- 
ausbeute 
pro Ansatz in ; 


j 


Reinigung 


Versuchslésung ear et 


Dialysierte Lésung der 2. Ammon- 


INE ss Coca vid acaen ves 2,8 5 
Filtrat der Fermentlésung........ 0,0 
I eb waka Fateh wade 0,17 
1. Bicarbonateluat............... 5,9 70,0 q 
9. Bicasbonatetuat.... .......0.605 3,5 ad 


' Die Adsorptionsschicht wird in der Weise hergestelit, dai man 
5g Alum. oxydat., in Wasser suspendiert, auf eine mit Filtrierpapier be- 
schickte Nutsche aufgieBt und maBig festsaugt (vgl. 15, 16). 
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Aus den Werten der Tabelle I geht hervor, daB bei der Filtration 
das Ferment durch die Adsorptionsschicht quantitativ zuriickgehalten 
und durch das Elutionsmittel wieder vollkommen herausgelést wurde. 
Dabei wurde eine Reinigung auf das Siebenfache erzielt. 


Il. Reinigung des Ferments mit Hilfe von Kaolin, Fullererde XX F! und 
Tonerde € y. 


1. Kaolinvoradsorption. 


Beispiel. Je 20. com Kaninchennierenextrakt werden viermal mit 
je 3g Kaolin Merck je 10 Min. lang durchgeschiittelt. Die Ausgangs- 
lésung, die Endlésung sowie die Restlésungen nach ein-, zwei- und 
dreimaligem Durchschiitteln mit Kaolin werden mit Histidin und 
sek. Phosphat, wie oben angegeben, angesetzt. Die erhaltenen Histamin- 
ausbeuten waren nach 3,5 Stunden die folgenden: 


Tabelle LI. 





lecm Fermentlésung 


: , #8 Histaminausbeute ; Reinigun 
Angewandte Fermentlésungen pro Ansatz in y po Be Bar al pro 8 
Kaninchennierenextrakt ... . 35 29,8 
Restlésung der 1. Adsorption 35 18,9 1,6 
ecm i 35 13,2 25 
o nf 2 35 8,3 3,6 
“ a iy 30 4,1 6,3 


Nicht alle Kaninchennierenextrakte verhielten sich in dieser Weise. 
Manchmal war schon nach dem zweiten Ausschiitteln mit Kaolin ein 
deutlicher Verlust an Fermentaktivitét zu verzeichnen. 


2. Adsorption an Fullererde XXF. 

Schiittelte man die Restlésung der zweiten bis vierten Kaolin- 
adsorption mit Fullererde X XF (pro 20 cem 4g X XF), so wurde die 
gesamte Fermentmenge adsorbiert und so stark gebunden, daB sie 
durch prim., sek. Phosphat oder m/3 Bicarbonatlésung nicht mehr 
eluiert werden konnte. 

3. Reinigung der Histidincarboxrylase mit Fullererde XXF. 
a) Ferment aus Kaninchenniere. 

Beispiel. 40 cem wasseriger Kaninchennierenextrakt werden mit 
6g Fullererde X X F 10 Min. lang geschiittelt, dann zentrifugiert. Das 
Adsorbat wird zweimal mit 40 ccm Wasser ausgewaschen, dann mit 


1 Von Firma Bensmann, Bremen. 
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40 com m/3 Natriumbicarbonatlésung eluiert. Das Eluat wird 24 Stun- 
den gegen flieBendes Wasser dialysiert. 24 cem des Zentrifugats werden 
30 Min. lang mit Fullererde X X F (3,6 g) geschiittelt und zentrifugiert. 
Das Adsorbat wird zweimal mit 24 cem Wasser ausgewaschen, mit 
24 ccm m/3 Natriumbicarbonat eluiert und das Eluat 24 Stunden 
dialysiert. Die erhaltenen Lésungen werden mit Histidin und sek. Phos- 
phat, wie oben beschrieben, angesetzt. Versuchsdauer 3.5 Stunden. 


Tabelle Il. 





leem Fermentlésung 


Fermentlésung pag og gm entspricht mg orga- or 
oe Y nischer Substanz at 

Kaninchennierenextrakt, un- 

WPUIOND os bi. eo raeurs. 35 31,6 
Restlésung nach einmaligem 

Schiitteln mit XXF..... 28 15,4 1,6 
1. Waschwasser ............ 9,8 3,0 3,0 
2. Waschwasser......... uf 5,3 2,9 1.6 
Bicarbonateluat ........... 1,4 3,1 1.4 
Restlésung nach zweimaligem 

Schitteln mit XXF ..... 1,4 6,7 
1. Waschwasser......... re 3,4 1,4 2,3 
2. Waschwasser.......... ; 8,8 1,0 8.0 
Bicarbonateluat ........... 5,2 0,9 5,3 


Aus der Tabelle III ist ersichtlich, daB durch einmaliges Schiitteln 
mit XXF nur geringe Fermentmengen adsorbiert werden, wahrend 
beim zweiten Schiitteln fast die ganze Fermentmenge adsorbiert wird. 
Sie 1iBt sich danach zum Teil wieder auswaschen und eluieren. Die 
Reinigung ist beim zweiten Waschwasser achtfach, beim Bicarbonateluat 
5,3fach. Bei Kaninchenniere erwies sich eine Voradsorption durch kurzes 
Schiitteln mit XXF als besonders giinstig. Fermentausbeute und 
Reinigungsgrad waren bei Elution mit m/5 sek. Natriumphosphat 
giinstiger als bei Elution mit m/3 Bicarbonat. Dabei konnten Reini- 
gungen aufs Zehnfache wiederholt erzielt werden. Mit m/5 prim. Phos- 
phat lieB sich das Ferment nicht eluieren. 

Schiittelten wir Kaninchennierenextrakt nur einmal mit einer gréberen 
Menge XXF (z. B. 4g XXF pro 10 cem Extrakt), so war der Reinigungs 
effekt im Eluat geringer (3,5fach, 4,8fach, 6,4fach). Hierbei war Elution 
mit Bicarbonat giinstiger als mit Natriumphosphat. 


b) Ferment aus Meerschweinchenniere. 
Der Extrakt aus Meerschweinchenniere wurde nur einmal mit 
Fullererde X X F durchgeschiittelt. 


Beispiel. 20 ccm wiasseriger Extrakt aus Meerschweinchenniere 


werden mit 8 go Fullererde XXF, wie unter a_ beschrieben.  aus- 


_ 


geschiittelt. gewaschen und mit Bicarbonat eluiert 


Aah tae en 


MME 
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Tabelle IV. 





Histamin- leem Fermentlésung 


Versuchslésung ausbeute in entspricht mg orga- Reinigung 
y pro Ansatz nischer Substanz 

Meerschweinchennierenextrakt . 40,3 27,0 
Restlésung nach Schiitteln mit 

es sais coo dee ACE 2 
LAV RORWORREE 0.65 oar o cee 1,4 
2. WOMGEWOROOE 255 oc ec cas 2,6 1,00 1,8 
1. Bicarbonateluat ............ 3,0 1,56 1,3 
2. Bicarbonateluat ............ 3,2 1,03 21 
3. Bicarbonateluat ............ 2.8 0,39 4,8 


ec) Ferment aus Schweineniere. 

Auch der Extrakt aus Schweineniere wurde jeweils nur einmal mit 
X XF behandelt. 20 ccm frischer Schweinenierenextrakt (1:4) werden 
mit 3 g Fullererde 15 Min. geschiittelt, dann zentrifugiert. Das Adsorbat 
wird zweimal kurz mit 12 eem Wasser ausgewaschen, dann mit m /5 sek. 
Natriumphosphat eluiert und das Eluat 24 Stunden gegen flieBendes 
Wasser dialysiert (Phosphat-Eluat I). In einem zweiten Beispiel wurden 
20 cem Schweinenierenextrakt mit 8 g Fullererde 15 Min. geschiittelt, 
dann wie oben ausgewaschen, eluiert und das Eluat dialysiert (Eluat I). 


Tabelle V. 


— 





leem Fermentlésung 
entspricht mg orga- Reinigung 
nischer Substanz 


Histaminausbeute | 


Fermentlésung pro Ansatz in } 


Schweinenierenextrakt ..... | 5,3 32,8 
Phosphateluat I........... 2,1 3,1 4,2 
Phosphateluat II ...... 5%, 2,5 i; 13,5 


Reinigung der Histidincarboxylase mit Aluminiumhydroxyd Cy. 

‘ Beispiel: Je 6 ccm mit Kaolin vorgereinigter Kaninchennieren- 
extrakt werden a) mit 3ccm Cy (6,21 mg Al 203/ccm) und b) mit 
lecem Acetatpuffer + 0,6 ccm Cy geschiittelt, dann zentrifugiert. Die 
Adsorbate werden mit je 4ccm H,O ausgewaschen, danach mit 
6cem sek. Natriumphosphat (0,2 mol.) eluiert. Die Eluate werden 
wie oben angegeben mit Histidin versetzt. Versuchszeit 3,5 Stunden, 
Temperatur 37°; N,; Toluol. Die erhaltenen Histaminmengen sind 
in Tabelle Va verzeichnet. 


Tabelle Va. 





1lccm Fermentlésung 


7 ust Histaminausbeute Reinigung 
Fermentlésung pro Ansatz in a ee x fach 
acts : | 
Kaninchennierenextrakt .... | 4,5 37,64 
UR Whi ho she wo nteaiownae 27 1t7 20 
Oe occ cer ites one eos 1,34 0,33 34,5 
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Il. Hemmung der Histidinecarboxylase durch Hydroxylamin und 
Semicarbazid. 

1. Fermentlésungen. Zu den Versuchen wurde meist Meerschweinchen- 
nierenferment in Form vorgereinigter Extrakte verwendet. Die Meer- 
schweinchennieren werden mit Seesand zerrieben und 1:4 mit Wasser 
extrahiert. Der durch Zentrifugieren gewonnene Extrakt wird pro 10 ecm 
mit 1,5 g Kaolin Merck 10 Minuten kraftig durchgeschiittelt und zentrifugiert. 
Die iiberstehende Fliissigkeit dient zu den Versuchen. 

2. Versuchsansatze. Zu je 0,5 cem Fermentlésung werden hinzugefiigt : 
0,5cem m/5 sek. Phosphat, 0,25 ccm Histidinlésung, enthaltend 2,5 mg 
Histidinbase, und 0,25 cem Wasser. In den Hemmungsversuchen wurde 
der Hemmungskoérper, gelést in 0,25 cem Wasser, gemessene Zeiten vor 
oder auch zugleich mit dem Histidin zu der Fermentlésung gegeben (Inkuba- 
tionstemperatur ungefihr 25°). Nach Fertigstellung der Versuchsansitze 
wurden diese mit Toluol iiberschichtet und 1 Minute lang mit Stickstoff 
(iiber gliihenden Kupferspiralen von Sauerstoff befreit) durchstrémt. 
Versuchstemperatur 37°, Versuchsdauer 2,5 Stunden. 


Tabelle VI verzeichnet einige von zahlreichen gleichsinnig ver- 
laufenden Hemmungsversuchen mit Hydroxylamin (Hydroxylamin- 
chlorhydrat, Merck). 


Tabelle VI. Hemmungsversuche mit Hydroxylaminchlorhydrat. 





Versuch seedaamiiiites Inkubationszeit Histaminausbeute Hemmung 
Nr. konzentration Min. in y pro Ansatz Ho 
1 5,4 
1 0,001 60 0,0 100 
1 0,000 1 60 0,0 100 
l 0,000 02 60 0,15 97 
1 0,000 01 60 0,45 92 
2 7,5 
4 0,000 001 60 6,0 20 
4 0,000 000 2 60 7,5 0 
3 4,2 
3 0,001 0 0 100 
3 9,000 1 0 0,38 91 


Aus Tabelle VI geht hervor, da Hydroxylaminchlorhydrat in 
0,001 mol. Lésung zu 100°,, hemmt, daB aber auch in 0,00001 mol. Lésung 
die Hemmung noch nahezu vollstandig ist. Noch in 0,000001 mol. Lésung 
ist die Hemmung meBbar. Die Hemmung des Ferments durch Hydroxyl- 
amin ist keine augenblickliche. Sie erfolgt in einer Reaktion, die mit 
meBbarer Geschwindigkeit verlauft. Das geht daraus hervor, daf mit 
zunehmender Inkubationszeit die Hemmung bei gleicher Hydroxylamin- 
konzentration zunimmt. Bei ,,sehr hoher‘* Hydroxylaminkonzentration, 
z. B. 0,001 mol., ist aber selbst bei der Inkubationszeit 0 die Hemmung 
eine vollstandige. 

Aus den Werten der Tabelle VII geht hervor, dali Semicarbazid 
gleichfalls eine sehr groBe Hemmungswirkung besitzt, daB diese aber 
mehr als zehnmal geringer ist als die des Hydroxylamins. Worauf der 
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Unterschied in der Starke der Hemmung gleichmolarer Lésungen 
beruht, kénnen wir zunachst nicht angeben. 


Tabelle VII. Hemmungsversuche mit Semicarbazid. 





Versuch eutenen Inkubationszeit Histaminausbeute Hemmung 

Nr. konzentration Min. in 7 pro Ansatz 0/5 

1 5,4 

I 0,001 60 0,075 98,6 

I 0,000 1 60 0,9 83,3 

I 0,000 02 60 3,9 27,7 

l 0,000 01 60 5,2 3,7 

2 0 4,2 

2 0,001 0 0,25 94 


tbhidngigkeit des Hemmungsgrades von der Substratkonzentration. 
Die Versuche wurden in der Weise angesetzt, daB bei gleichbleibender 
Konzentration des Hemmungskérpers< steigende Substratmengen pro 


Ansatz zugegeben wurden. 
Tabelle VIII. 





Histamin- 





Hemmungskérper Substratmenge  ausheute in 7 Hemmung 
mg pro Ansatz Jo 
2,5 5 0 
10 7,2 0 
ee 10,2 0 
0,000 01 mol. Hydroxylamin........ 2,5 0,75 85 
0,000 01 ,, ie ete coamp ates 10 1,5 79 
0,000 01 ey gates ae ee ee 40 2,7 73,5 
0,0001. ,, Semicarbazid......... 2,5 1,8 64 
0,0001 ., ie. es tpn hewitt 10 4,5 37,5 
0,0001 ., sear Oe sata 40 6,6 35 
Hemmungsversuche mit Brenztraubensdure. 
Tabelle IX. ” 
Versuch I ect Inkubationszeit Histaminausbeute Hemmung 
Nr. konzentration Min. in y pro Ansatz 9} 
L 7,0 - 
1 0,1 60 0,0 100 
1 0,01 60 1,8 74 
I 0,001 60 7,0 0 
Durch Tabelle LX wird die Hemmungswirkung der Brenztrauben- 


siure belegt, die verhaltnismaBig gering ist. Worauf die Hemmungs- 
wirkung der Brenztraubensiure beruht, kénnen wir nicht angeben. 
Méglicherweise besetzt die Brenztraubensaure eine fiir die Ferment- 
wirkung notwendige Stelle des Pherons. 


Reversibilitat der Hemmung der Histidincarboxylase durch Hydroxylamin 
in Gegenwart von Brenztraubensdure. 


Die Versuche der Tabelle X wurden in folgender Weise durch- 
gefiihrt: Zur Fermentlésung wurden die angegebenen Hydroxvlamin- 
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mengen gegeben und gemessene Zeiten inkubiert. Danach wurde 
Brenztraubensaure in den angegebenen Konzentrationen zugefiigt und 
weiter 60 Min. lang inkubiert. Durch Zugabe von Histidinlésung 
wurde der Versuchsansatz dann vervollstandigt. Nunmehr wurden 


alle Ansatze 2.5 Stunden bei 37° belassen. 


Tabelle X. 





Inkuba- 
are Molare “nace 
Pawascind Inkuba- | Histamin- Brenz- —— it Histamin- 
ses vores tionszeit  ausbeute trauben- : . ausbeute Reakti- 
Versuch Pol vor Hyar- in y pro Hemmung preety oo in y pro | vierung 
tration OX¥!amin = Ansatz bona . Hyar- Ansatz 
Nr. 9/9 oxylamin 0, 
] 6 . 
1 0,01 0 0 100 
l 0,01 0) 0,01 60 0,0 0,0 
2 3,3 - 
2 0,001 0 0,0 100 
2 0,001 0 0,01 60 0.6 18,4 
3 -- 7 
: 0,0001 0 0,15 98 
3 0,000 0 0,001 60 0,45 4,4 
3 0,0001 0 0,01 60 1,8 24 
4 -—- 11 
4 0,0001 15 0,0 100 
4 0,0001 15 0,01 60 1,35 123 
5 ~ 3,3 2 
5 0,9001 15 0,01 60 0.3 9,1 
5 0,0001 60 0,01 60 0,3 9,1 
6 3,9 
6 0,001 15 0,01 60 0,3 By 


Es sei erwahnt, daB in den hier angewandten Konzentrationen 
Hydroxylamin und Semicarbazid weder die Histaminmessung am iso- 
lierten Meerschweinchendarm st6ren, noch Histamin selbst angreifen. 

Aus den Daten der Tabelle X geht hervor, daBb eine geringe, aber 
gut meBbare Reaktivierung des Ferments durch den Zusatz von Brenz- 
traubenséure bewirkt wird. Sie ist nicht dadurch vorgetéuscht, dah 
Hydroxylamin durch Brenztraubenséure an der vélligen Blockierung 
des Ferments vorzeitig behindert wird: denn auch im letzten Versuch 
der Tabelle findet sich eine Reaktivierung von 7.7°,,, obwohl im Augen- 
blick der Brenztraubensiurezugabe die Hemmung des Ferments schon 
eine véllige gewesen sein mub. 

Aus den Versuchen geht weiterhin hervor, daB} durch unmittelbar 
aufeinander folgende Zugabe von Hydroxylamin und Brenztraubensaure 
(Inkubationszeit 0) das Hydroxylamin an der vélligen Hemmung des 
Ferments verhindert wird. Das ist daran zu erkennen, daB die Histamin- 
ausbeute in diesem Falle gréBer ist als bei 15 Minuten spaterer Zugabe 


der Brenztraubensaure. 
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Reaktivierung des durch Hydroxylamin inaktivierten Ferments durch 
Dialyse. 


Die Versuche wurden in der folgenden Weise ausgefiihrt: 


1. 5cem Fermentlésung werden mit 0,4 mg Hydroxylaminchlorhydrat, 
gelést in 1 cem Wasser, versetzt und 60 Minuten inkubiert. 3 ccm dieses 
Ansatzes (er ist an Hydroxylamin 0,001 mol.) wurden 15 Stunden gegen 
flieBendes Wasser in Cellophanbeuteln dialysiert. 3cem wurden unverandert 
bei der Temperatur des flieBenden Wassers belassen. 

2. 5cem Fermentlésung + 1ecem Wasser; davon 3cem 15 Stunden 
dialysiert, der Rest wird bei der Temperatur des flieBenden Wassers be- 
lassen. Versuchsansaitze wie oben. Versuchsdauer 3,5 Stunden. 


Tabelle XI. Versuchsbeispiel. 





pom ag Reakti- 
in 4 Hemmung vierung 

} 

pro Ansatz Oo jo 


Ansatz 


Ohne Hydroxylamin, nicht dialysiert. ....... 4 
Mit 9 9 Soe ee 0 100 


Ohne * i: ro ee 2,7 


Mit m wae Pte ee 0,9 a 22, 


IV. Beeinflussung der Aktivitit der Histidincarboxylase durch Vitamin B, 
(Betaxin)’ und Co-Carboxylase'. 

Zur Bereitung der Ansiatze: Zu jedem Versuchsansatz werden 3 ccm 

Nierenextrakt, 2cem Puffer, 5 mg Histidin und die jeweils verzeichneten 

Zusiitze gegeben. Zu jedem Hemmungsversuch wurden zwei Kontroll. 


Tabelle XII. Hemmungsversuche mit Betaxinund Co-Carboxylase. 





Histaminausbeute in ; | 








Versuch Zusatz eee : ——|| Hemmung Bemerkungen 
mit ohne 
Nr. Zusatz Zusat% 9 
1 2 mg Betaxin 12 14 14 
2 055, $s 12 14 14 
3 ee ” 23 35 35 
4 OB 45 vs 23 35 35 
5 OD. = 5 7 29 
6 G5: :.;, 3 6 7 15 
7 0,5 ,, Co-Carboxylase 6 10 20 
8 05 ,, ye 8 11 27 pu 8&1 
9 0,5 ,, a 11,5 18 36 Unter Sauerstoff 
geschiittelt 
10 OD ss ” 8,0 8,0 0 
11 oS 5, Bs 7,6 10,7 29 
ia #05 ,, fe 5,0 7,7 35 Meerschweinchen- 
i| gehirn 
138 |} 0,5 ,, ms 2,3 3,2 28 
14 | 0,01,, i. 5,0 5,0 0 


! Der I.-G. Farbenindustrie Elberfeld sind wir fiir die Uberlassung der 
Substanzen zu Dank verpflichtet. 
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versuche ausgefiihrt, naimlich je ein Ansatz ohne Hemmungskérper und 
ohne Substrat. Das Gesamtvolumen der Ansatze betrug 3.5 cem, Tem 
peratur 37°, Versuchsdauer 3 Stunden. 

A 
extrakt verwendet, aus dem durch zweimaliges Schiitteln mit Fuller- 
erde XXF (je l0cem Extrakt + 1,5g Fullererde) die Histaminase 
entfernt worden war, um die Versuche unter Sauerstoff vornehmen zu 
k6énnen. 


den Ansatzen der Versuche 9 bis 10 wurde Kaninchennieren- 


= 


Entfernung der Histaminase aus Kaninchennierenextrakt durch Adsorption 
an Fullererde. 

10 cem Kaninchennierenextrakt werden zweimal mit je 1,5 g Fuller- 
erde XXF durchgeschiittelt und zentrifugiert. Zu je 2cem der beiden 
Adsorptionsrestlésungen sowie zum unveranderten Extrakt werden gegeben: 
leem m/5 sek. Phosphat, 0,5cem H,O und 10 y Histamin (in 0,1 cem 
H,O gelést). 

Die Ansatze werden 3,5 Stunden bei 37° unter O, geschiittelt. 

Aus der Tabelle XIII sind die beobachteten Histaminabnahmen 
ersichtlich. 

Tabelle XIII. 





Histamin- Zerstirte e nae " 
Fermentlésungen ausbeute in ; Histaminmenge ———— 
pro Ansatz in ; sateen 
Kaninchennierenextrakt ....... 5,3 4,7 
1. Adsorptionsrestlésung ....... 7 3 37 
2. Adsorptionsrestlésung ....... 8,5 1,5 68 


V. Hemmung der Histidincarboxylase durch Bisulfit. 
(Natriummetabisulfit Merck.) 


Die Versuchsansatze erfolgten wie oben beschrieben. 


Tabelle XIV. 





Versuch Molare Bisulfit- Inkubationszeit Histaminausbeute Hemmung 

E konzentration 4 in y pro Ansatz 

Nr. Min. 9 

1 — 3,9 

1 0,006 60 0,45 89 

2 7.5 

2 0,013 60 0,0 100 

2 0,006 60 0,15 98 

2 0,003 60 1,8 76 

2 0,0006 60 4,8 36 


Auch die Hemmung durch Bisulfit ist eine sehr starke, sie kénnte 
zum Teil durch die Bildung eines Aldehydbisulfits bedingt sein, kénnte 
aber auch auf einer Reduktionswirkung des Bisulfits beruhen. 
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bo] 
Inaktivierung von Histamin durch Bisulfit. 


Ansitze: 10 7 Histamin (in 0,1 cem H,O gelést) +- 0,5 cem sek. Phos- 
phat + 0,9 ceem H,O Img bzw. 0,5 mg Bisulfit. Temperatur 37°. Ver- 


suchsdauer 2,5 Stunden; N,; Toluol. 


Tabelle XV verzeichnet die gefundenen Histaminabnahmen. 


Tabelle XV. 





Molare Histamin in } Zerstérung 
Bisulfitkonzentration wiedergefunden J, 

0,006 6 40 

0,003 7,5 25 


Die beobachteten Histaminabnahmen sind so gering, daf der 
Hemmungseffekt des Bisulfits in den Fermentansatzen, bei denen die 
gleiche Molaritat des Bisulfits eine Hemmung von 98 bzw. 76°, be- 
wirkte, nicht durch eine direkte Zerst6rung des Histamins vorgetauscht 
sein kann. 

VI. Beeinflussung der Aktivitit der Histidinearboxylase durch verschiedene 
Aminosiuren und durch Adenylsiure. 

Zu den Versuchen der Tabellen XVI bis XVITI wurden Ansétze, wie 

mehrfach angegeben, bereitet. Inkubationszeit 1 Stunde, Versuchszeit 


2.5 Stunden bei 37°. : 


Tabelle XVI. 





Ausbeute in 7 Hemmung 
pro Ansatz 


ersuc - . - 
Versuch Molare Konzentration des Hemmungskérpers 


Nr. 9/9 
1 . 4,2 

I 6 ONO pio senna a caulneses 0,25 94 
2 7 

0,002 1 UIA os ie Rich Pe 2,3 68 

0,000 42 re ae RUE SR hae eee als 4,5 36 

BOE S: ALGO icc ts hs 51's texte bet edie » 7 0 

0,005 So AUN EG ce argc heme ea 5,5 21 

0,008 9 G ly kokoll RPSERE OPE E 5,3 25 
3 4,2 

0,004 5 Glutaminséure .............. 3,8 10 
4 7.5 

0,0034 Dioxyphenylalanin........... 0 100 

0,001 7 Spee eS weal» accra 0 100 

0,000 34 pal ay) SIN ail ie weed 1,5 80 
‘A 5 — 

0,0019 Hefeadenylsiure ............ 5 0 
6 ~ 7 

0,001 3 Adenylpyrophosphorsaure .... 3,6 50 
7 = 7,5 - 

0,000 65 Adenylpyrophosphorsaure ... . 4,5 40 

0,000 13 i wo 6 20 
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Tabelle XVII. 











Versuch a Al Ausbeute in ; Hemmung 
Nr. konzentration pro Ansatz 01, 
1 7,5 
0,000 01 7,5 0 
0,000 3 6 20 
2 - 11,3 - 
0,003 6,8 40) 
} 5,4 
0,03 0 100 
Tabelle XVIII. 
5 —. Ausbeute ; Bw Ausbeute 
Versuch nena in + Hemmung | Versuch nmnee in } Hemmung 
Nr. tration pro Ansatz 0/5 Nr. tration pro Ansatz - 
1 6 3 — 7,5 
0,000 01 6 0 0,03 7,5 0 
0,000 3 4,5 25 4 5 
2 4,2 0,003 5 0 
0,001 0 100 0,075 5 0 
0,003 0 100 0,75 5 0 





VII. Histaminbildung aus Carnosin! durch Meerschweinchennierenextrakt. 

Ansitze: CGewogene Carnosinmengen werden zu 0,5cem Ferment 
lésung, 0,5cem Wasser und 0,5 cem 0,2 mol. Natriumphosphat gegeben 
und 2,5 Stunden bei 37° unter Toluol belassen. Die Ausbeuten sind aus 
der Tabelle XIX ersichtlich. 


Tabelle XIX. 





; Hist amin- 
Molare Versuchsdauer : 

et - ‘ ausbeute in ; Bemerkungen 
Carnosinkonzentration Std. pro Ansatz 

0,014 5 x 0,0 PR 7.2 

0,014 5 2.D 0,54 Pus 

0,007 25 5 0,4 PH 5 

0,007 25 5 0,8 Ansatz zuerst 2 Std. bei py 7, dann 

2.5 Std. bei Pu S 
0,029 3 6,2 pus 


Zerstérung der Histidincarboxylase durch UV.-Licht. 
Einige Kubikzentimeter gereinigte, wasserklare, farblose Ferment 
lésung werden mit UV.-Licht (Héhensonne Hanau) im Abstand von 
30 cm 2 Stunden lang bestrahIt. Danach werden mit der bestrahlten 


Fermentlésung Histidinansaitze in der mehrfach angegebenen Weise 


! Herrn Prof. Dr. Ackermann danken wir auch an dieser Stelle ergebenst 
fiir die freundliche Uberlassung des Carnosins. 
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hergestellt. Es ergab z. B. die nicht bestrahlte Fermentlésung nach 
3,5 Stunden eine Histaminbildung von 2 y; die bestrahlte Ferment- 
lésung war vollig inaktiv. 

Auch die Histaminase (Torantil Bayer) wird, wie unsere Versuche 
ergaben, durch UV.-Bestrahlung langsam zerstért. Eine  selektive 
Zerstorung der Histaminase unter Erhaltung der Histidincarboxvlase 
durch UV.-Licht ist also nicht méglich. 


Stabilisierung des Ferments durch Ammonsulfat. 

Meerschweinchennierenextrakt wird mit dem gleichen Volumen 
vesittigter Ammonsulfatlésung versetzt. Nach zwei-, fiinf- und acht- 
woéchigem Stehen wird nach Durchschiitteln der Lésung je eine Probe 
entnommen und zentrifugiert. Der Niederschlag wird in Wasser auf- 
genommen und 24 Stunden dialysiert. In den erhaltenen Lésungen 
und gleichaltrigen, unveranderten, aber gleichfalls dialysierten Ferment- 
lésungen wird die noch vorhandene Carboxylaseaktivitaét, wie mehrfach 
angegeben, gemessen. 





= 


Fermentaktivitat der durch Fermentaktivitat der 
Ammonsulfat, stabilisierten unverinderten Lésung 
Lésung ; 





Histaminausbeute pro Ansatz in ; 


Nach 2 Wochen ....... 14,0 0,0 
sy Tigh ene en See 9,4 0,0 
8 Bere Nabe vi Ro pity 4,4 0,0 


Aus den Versuchsdaten ist zu ersehen, daB die Stabilisierung nur 
eine relative ist. 
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Uber die Gerinnung des Blutes. 
V. Mitteilung: 
Uber Thrombokinase. 
Von 
H. Dyckerhoff und N. Goossens. 
(Aus dem Pathologischen Institut und der II. medizinischen Klinik de 
Universitat Miinchen.) 


Eingegangen am 21, November 1938. 
gegang ) 


Nach der klassischen Blutgerinnungslehre soll ein spezifischer 
Aktivator — die Thrombokinase -—— das Proferment der Blutgerinnung, 
das Prothrombin in Gegenwart von Calciumionen in Thrombin ver- 
wandeln. Uber die Eigenschaften der Thrombokinase gehen schon 
seit Beginn der Blutgerinnungsforschung die Ansichten auseinander. 
A. Schmidt! findet alkohollésliche und hitzebestandige K6rper, die er 
als zymoplastische Substanzen bezeichnet, gerinnungsaktiv, wahrend 
Morawitz2 seine Thrombokinase als wasserléslich und hitzelabil be- 
schreibt. Heute betrachten die meisten Forscher die Thrombokinase, 
Bordet® und Howell’ folgend, als Lipoid-EiweiBkomplex, schreiben aber 
auch der Lipoidkomponente allein gerinnungsférdernde Eigenschaften 
zu. Es finden sich aber auch véllig abweichende Auffassungen. 

In der IV. Mitteilung dieser Reihe® konnten wir nachweisen, da} 
die Thrombokinase das an sich aktive Gerinnungsferment von Hem- 
mungskérpern befreit. Diese unspezifische Betrachtungsweise der 
Thrombinaktivierung erlaubt die Annahme mehrerer  stofflich ver- 
schiedener Aktivatoren, die alle als Thrombokinase zu bezeichnen waren. 

Die exakte Beantwortung aller Fragen, die die Thrombokinase 
betreffen, wird erst dann méglich sein, wenn eine eindeutige Be- 
stimmungsmethode die quantitative Ermittlung des Thrombokinase- 
gehalts der verschiedenen Thrombokinasebereitungen erméglicht. 

Hierzu véllig ungeeignet erscheint uns die haufig verwendete 
Methode der Messung der Gerinnungsbeschleunigung von Frischblut 


_oder zusatzlos gewonnenem KiihIplasma zu sein, da diese Substrate 


in véllig unspezifischer Weise, oft schon durch mechanische Ein- 
wirkungen, ihre Gerinnungszeit verindern®. Aber auch die Beob- 
achtung der Serum aktivierenden Kraft der Thrombokinase laBt quanti- 
tative Angaben iiber den Thrombokinasegehalt einer Lésung nicht zu, 
weil das Gerinnungssystem jeden Serums sich schnell und andauernd 


‘indert. 
! Arch. f. Anat. u. Physiol. 1861. — ? Ergebn. d. Physiol. 4, 368, 1905. 
3 Ann. Inst. Pasteur 34, 561, 1920. — 4 Amer. J. of Physiol. 31, 1, 1912. — 


5 Diese Zeitschr. 297, 342, 1938. — ® Ebenda 284, 111, 1936. 














H. Dyckerhoff und N. Goossens: 


Da die meisten Literaturangaben tiber die Thrombokinase aus 
Messungen an den erwahnten Substraten gewonnen wurden, ist die 
weitgehende Unklarheit tiber das Wesen und die Funktionen der 
Thrombokinase verstandlich. 

Lat man Thrombokinase auf verdiinntes Magnesiumsulfatplasma 
einwirken, so findet man in thrombinfreien Lésungen, auch bei langer 
Beobachtungsdauer, keine Gerinnung. Setzt man jedoch dem Substrat 
oder der Kinase Calcium zu, so rufen kleinste Mengen aller untersuchten 
Organ- oder Muskelextrakte schnelle und gut erkennbare Fibrinbildung 
hervor. Dieser Effekt kann nicht auf einen etwaigen Thrombingehalt 
der Extrakte zuriickgefiihrt werden, denn keiner der untersuchten 
Extrakte hat die Fahigkeit, nach Bordet thrombinfrei gemachtes 
Fibrinogen zur Gerinnung zu bringen. Dazu kommt, da die Unter- 
schreitung einer typischen minimalen Gerinnungszeit auch durch 
Zugabe gréberer Thrombokinasemengen nicht méglich ist. Die Thrombo- 
kinase besitzt demnach die Fahigkeit, in Gegenwart geniigender Kalk- 
mengen das im Magnesiumsulfatplasma vorhandene Thrombin zu 
aktivieren. 4 

Bei Verwendung von Magnesiumsulfatplasma als Substrat  be- 
stimmt man demnach ohne Kalkzusatz den Thrombingehalt, bei Zugabe 
von Kalk den Thrombin- + Thrombokinasegehalt einer Lésung. Es 
ist daher empfehlenswert, die Thrombinfreiheit einer zu_ priifenden 
Thrombokinaselésung stets mit thrombinfreiem Fibrinogen als Substrat 
eindeutig festzustellen. 

Nach dieser Bestimmungsmethode haben wir festgestellt, daB alle 
untersuchten Kérpergewebe als thrombokinasehaltig bezeichnet werden 
missen. Thrombin wurde in meBbarer Menge nur in der Blutfliissigkeit 
angetroffen!. Die Thrombokinase wurde in wasserigen Extrakten an- 
getroffen, wahrend alkoholische Extrakte ,.wirkungslos blieben. Im 
Kisschrank ist der Thrombokinasegehalt der Extrakte wochenlang 
gleichbleibend. Mit beginnender Faulnis nimmt auch die Thrombo- 
kinasewirkung ab. Nach minutenlangem Kochen konnten wir in einem 
Hodenextrakt Thrombokinase nachweisen, wahrend ein ebenso_ be- 
handelter Muskelextrakt wirkungslos geworden war. Mit der genauen 
Ermittlung der Eigenschaften der Thrombokinase sind wir beschaftigt. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung der verwendeten Lésungen. 


Das Magnesiumsulfatplasma wurde hergestellt, indem wir in iiblicher 
Weise 750 cem aus der Ader eines Schlachttieres ausflieBendes Rinderblut 
mit 250 cem einer Magnesiumsulfatlésung, die 140 g MgSO,,. 7 H,O enthielt, 


' Vel. hierzu ,,Die Entlarvung der Friihgifte’’ von H. Lenggenhager, 
Mitt. a. d. Grenzgeb. d. Med. u. Chir. 44, 175, 1935/37. Wir sind mit der 
Bearbeitung des Problems der Friihgifte beschaftigt. 
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vermischten. Zur Herstellung von Oxalatplasma wurden 900 cem Rinder- 
blut mit 100 cem 2° iger Ammoniumoxalatlésung vermischt. 

Die Gewebdsextrakte wurden stets so dargestellt, da das Gewebe 
durch den Fleischwolf getrieben, der Gewebsbrei gewogen und mit der 
entsprechenden Menge Extraktionsmittel versetzt wurde. Alle als kalk- 
haltig bezeichneten Extrakte wurden mit Lésungen extrahiert, die 5 mg 
Calciumion im cem enthielten. 


Bestimmunysmethode der Thrombokinase. 

Das Magnesiumsulfatplasma wird mit 9 Teilen Wasser verdiinnt 
und 2 cem des verdiinnten Plasmas zur Bestimmung verwendet. Alle 
Zusitze geschahen stets im Volumen von 2 ccm, so da} das Gesamt- 
volumen der Bestimmungsprobe stets 4 cem betrug. Zusatz und Plasma 
wurden im Thermostaten auf 37° vorgewairmt, bei welcher Temperatur 
die Bestimmung durchgefiihrt wurde. Das Gerinnungsende ist mit 
einer Genauigkeit von 2 sec erkennbar. 


Verhalten von Organ- und Mustelertrakten gegen verdiinntes 
MgS0O,-Plasma. 

Folgende Extrakte wurden in Mengen von 1, 0,5, 0,2, 0,1 und 
0,05 cem auf ihr Verhalten gegen Magnesiumsulfatplasma gepriift: 
Schweinelunge mit 5 und 10 Teilen physiologischer Kochsalzlésung 
etwa eine halbe Stunde extrahiert, Schweinehirn mit 10 Teilen, Stier- 
hoden mit 2,5 und 10 Teilen, Kaninchenmuskel mit 2,5 und 10 Teilen 
physiologischer Kochsalzlésung. Ebenso wurden wisserige Extrakte 
gleicher Konzentration untersucht. Alle diese Extrakte brachten 
innerhalb von 24 Stunden Magnesiumsulfatplasma nicht zur Gerinnung. 
Keiner der Extrakte brachte 2 ccm thrombinfreie Fibrinogenlésung, 
auch nach Kalkzusatz, zur Gerinnung. 


Tabelle 1. Einwirkung von Gewebsextrakten (1 10) auf ver- 
diinntes Magnesiumsulfatplasma, bei Zusatz von |! mg Calcium- 
ion zur Bestimmungsprobe. 








Gerinnungszeit in Min. und Sek. bei Zusatz von | Gerinnungszeit in Min. und Sek. bei Zusatz von 
ecm Lunge Hirn Hoden Muskel ecm Lunge Hirn Hoden Muskel 
0 19’ 19’ 19’ 19’ 0,01 2’ 45” | 3°15 4’ 3 
0,0001 17 t 18 19 0,05 1 45 2 2 2. 80" 
0,0005 7 12 12 13 0,1 1 15 1’ 20” I’ So | 
0,001 5 8 8’ 30”! ¢ 0,2 1 10 1 15 125 L 20 
0,005 3’ 156”: 4°10" 5d 4°20" | 0,5 1 20 1 25 1 34 1 30 


Wie Spalte 1 zeigt, gerann das Plasma bei Zusatz von | mg Calcium 
in 19 Minuten. Wiisserige Extrakte ergeben die gleichen Werte. Extra- 
hiert man die Gewebe mit physiologischer Kochsalzlésung, die 5 mg 
Calciumion im cem enthalt, so eriibrigt sich der Kalkzusatz zum Ver 
suchsansatz, wenn die in der zugesetzten Organextraktmenge ent- 
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haltene Kalkmenge mehr als '/,mg Calciumion betraigt. Die kon- 
zentrierteren Extrakte zeigen gleiches Verhalten, doch steigt die Throm- 
bokinasemenge nicht proportional mit der Extraktkonzentration. 
GréBere Mengen der konzentrierten Extrakte (0,5 und 1 cem) zeigen in 
vielen Fallen gréere Gerinnungszeiten als kleinere Mengen. In den 
Extrakten scheinen also auch gerinnungshemmende Stoffe vorhanden 
zu sein. Die Kaninchenmuskel wurden héchstens 15 Minuten nach 
dem Tode des Versuchstieres verarbeitet. 


Verhalten alkoholischer Extrakte. 


Hoden- und Hirnbrei wurden mit dem Vielfachen ihres Gewichts 
(etwa 50fach) an Alkohol versetzt und gut durchgeknetet. Der Extrakt 
wurde bei 40° AuBentemperatur im Vakuum vom Alkohol befreit. 
0,5 und 1 cem der so erhaltenen Suspensionen konnten auch bei Kalk- 
zusatz Magnesiumsulfatplasma nicht zur Gerinnung bringen. 


Verhalten von Hoden- und Muskelextrakt beim Kochen. 

Die Gewebe wurden mit dem doppelten Wasservolumen extrahiert. 
0.01 com Hodenextrakt gab bei Kalkzusatz eine Gerinnungszeit von 
1 Minute 40 Sekunden, 0,01 cem Muskelextrakt eine Gerinnungszeit von 
1 Minute 50 Sekunden. Je 50 cem wurden iiber der Flamme 2 Minuten 
gekocht und filtriert. Der gekochte Muskelextrakt war unwirksam. 
0,2 com Hodenextrakt gaben bei Kalkzusatz eine Gerinnungszeit von 
2 Minuten 15 Sekunden. 


, 


Ha!ltharkeit der Extrakte. 

Bei Aufbewahrung im Eisschrank behielten alle Organextrakte 
mindestens 1 Woche lang ihre volle Wirksamkeit bei, wahrend die 
Muskelextrakte schon nach 2 Tagen Wirkungsverluste zeigten. Beim 
Aufbewahren bei Zimmertemperatur tritt- bei beginnender Faulnis 
Wirkungsverlust ein. 

Zusammenfassung. 

1. Weder Frischblut noch zusatzlos gewonnenes Kiihlplasma 
kénnen als Substrat der Thrombokinasebestimmung Verwendung 
finden. 

2. Die Serumaktivierung durch Thrombokinase ist nicht ver- 
wendbar zur Feststellung des Thrombokinasegehalts einer Lésung. 

3. Thrombokinase bringt verdiinntes Magnesiumsulfatplasma, 
welches geniigend Kalk enthalt, in kurzer Zeit zur Gerinnung. Bei 
Verwendung dieses Substrats laB8t sich der Thrombokinasegehalt 
thrombinfreier Extrakte schnell und quantitativ feststellen. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Ver- 


fiigung gestellten Mittel. 
Herrn Dr. Steiner und Fraulein Patscheider danken wir fiir ihre wertvolle 


Mitarbeit. 
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